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Macrophages play a key role in the inflammatory response upon activation by various 
signals including pathogens, cytokines, chemokines and others mediators. Once 
activated, macrophages induce the expression of bioactive molecules such as cytokines, 
chemokines, proteases and enzymes synthesizing inflammatory mediators as 
cyclooxygenase 2 (COX-2). This enzyme is responsible for the exacerbated production 
of prostanoids in inflammatory processes. In response to stimuli such as bacterial 
lipopolysaccharide (LPS), there is an induction of COX-2 and mPGES-1 synthase 
expression that results in an increased production of prostaglandin E2 (PGE2), which has 
an essential role in the inflammatory process.  
In the first part, this thesis analyzes the effect of stimuli that promote an increase of 
intracellular calcium (Ca2+), as the ionophore A23187 (Ion), on the regulation of COX-2 
expression. The results obtained in murine (RAW 264.7) or human (THP-1) 
monocyte/macrophage cell lines, as well as in mouse peritoneal macrophages show that 
elevation of intracellular Ca2+ leads to an increase in the expression of COX-2, and other 
genes with an important role in inflammation, including mPGES-1, iNOS and IL-6. The 
Ca2+ signaling cooperates with the activation produced by LPS on the induction of COX-
2 and, consequently, on the production of PGE2. The detailed study of Ca2+-inducing 
effect on the expression of these genes in macrophages, revealed the involvement of 
calcineurin and the activation of nuclear transcription factor of activated T cells (NFAT). 
In a second part, we study the role of COX-2 in atherosclerosis. Prostanoids play an 
important role in cardiovascular pathophysiology and several studies have shown 
increased expression of COX-2 in atherosclerotic lesions, supporting a 
proatherosclerotic effect of COX-2. On the other hand, treatment with selective COX-2 
inhibitors increases the risk of cardiovascular events. In addition, there are studies that 
suggest an antiatherosclerotic role of COX-2. Therefore, the study of the actions of COX-
2 in atherosclerosis is still of great interest. In order to clarify the role of COX-2 in the 
atherosclerosis process, we generated Cox-2-/-/Apoe-/- mice. The study of the 
development of atherosclerotic plaques in these mice subjected to a 
hypercholesterolemic diet, showed a decrease in the size and complexity of 
atherosclerotic lesions compared to Cox2+/+/Apoe-/- mice, supporting a proatherosclerotic 
role of COX-2. Moreover, the study of the lipid profile in these mice showed a decrease 
in triglycerides and total cholesterol serum levels in the absence of COX-2, with an 
increase in HDL levels, which is accompanied by an increase in macrophage cholesterol 
efflux. These data point to a role for COX-2 in the control of cholesterol transport during 
atherosclerosis. 
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Los macrófagos juegan un papel esencial en la respuesta inflamatoria tras su activación 
por distintas señales que incluyen patógenos, citoquinas y quimioquinas entre otros. 
Una vez activados, los macrófagos inducen la expresión de moléculas bioactivas como 
citoquinas, quimioquinas, proteasas y enzimas que sintetizan mediadores inflamatorios, 
como la ciclooxigenasa 2 (COX-2), responsable de la producción exacerbada de 
prostanoides en procesos inflamatorios. En respuesta a estímulos como el 
lipopolisacárido bacteriano (LPS), se produce una inducción de la expresión de la COX-
2 y de la sintasa mPGES-1, y por tanto, un incremento en la producción de la 
prostaglandina E2 (PGE2),  que tiene un papel esencial en el proceso inflamatorio. En 
una primera parte, esta tesis analiza el efecto de estímulos que incrementan los niveles 
de calcio (Ca2+) intracelular, como el ionóforo A23187, sobre la regulación de la 
expresión de COX-2. Los resultados obtenidos en líneas celulares tipo 
monocito/macrófago de ratón (RAW 264.7) y de humano (THP-1), así como en 
macrófagos peritoneales de ratón, demuestran que una elevación de Ca2+ intracelular 
produce un incremento en la expresión de COX-2, además de otros genes con un papel 
relevante en la inflamación, incluyendo la mPGES-1, la iNOS y la IL-6. La señalización 
por Ca2+ coopera con la activación producida por el LPS sobre la inducción de COX-2 y 
la producción de PGE2. Estos resultados ponen de manifiesto la participación de la 
calcineurina y la activación del factor de transcripción NFAT. 
En una segunda parte, se estudia el papel de la COX-2 en la aterosclerosis. Los 
prostanoides juegan un importante papel en la fisiopatología cardiovascular y diferentes 
estudios han puesto de manifiesto la sobreexpresión de COX-2 en las lesiones 
ateroscleróticas, apoyando un efecto proaterosclerótico de COX-2. Por otro lado, el 
tratamiento con inhibidores selectivos de COX-2 incrementa el riesgo de padecer 
eventos cardiovasculares adversos, a la vez que existen trabajos que sugieren un papel 
antiaterosclerótico de la COX-2. Por ello, el estudio de las acciones de COX-2 en la 
aterosclerosis sigue siendo de gran interés. Con el fin de esclarecer el papel de esta 
enzima en el proceso aterosclerótico, hemos generado ratones Cox-2-/-/Apoe-/-. El 
estudio de la formación de las placas de ateroma en estos ratones sometidos a una 
dieta hipercolesterolémica, puso de manifiesto una disminución en el tamaño y 
complejidad de las lesiones en comparación con ratones Cox2+/+/Apoe-/-, apoyando un 
papel proaterosclerótico de COX-2. Por otra parte, el estudio del perfil lipídico en estos 
ratones mostró una disminución de los niveles séricos de triglicéridos y colesterol total 
en ausencia de COX-2, con un aumento en los niveles de HDL, acompañado de un 
aumento en el flujo reverso del colesterol en macrófagos deficientes en COX-2. Estos 
datos apuntan así, a un posible papel de COX-2 en el control del transporte de 
colesterol en la aterosclerosis.     
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Introducción    
I. MACRÓFAGOS E INFLAMACIÓN. 
La inflamación es un proceso fisiológico implicado en la eliminación de 
patógenos o diversos agentes dañinos, y de la restauración de la estructura y funciones 
tisulares. Sin embargo, en ocasiones la inflamación persiste y se vuelve crónica, o 
incluso, se producen respuestas inmunes desproporcionadas debido a una modulación 
deficiente. De este modo, la regulación de este proceso juega un papel importante en 
enfermedades inflamatorias crónicas y autoinmunes, como pueden ser la aterosclerosis, 
la artritis reumatoide o el lupus eritematoso sistémico (Aoki y Narumiya, 2012).  
 
Los macrófagos son una de las células clave en la respuesta inflamatoria. En la 
inflamación, los macrófagos tienen tres funciones principales: la presentación de 
antígenos, la fagocitosis, y la inmunomodulación, mediante la producción de varias 
citoquinas y factores de crecimiento. Los macrófagos juegan un papel crítico en la 
iniciación, mantenimiento y resolución de la inflamación tras su activación por distintas 
señales que incluyen citoquinas (IFNγ-interferón gamma, TNF-factor de necrosis tumoral 
o GM-CSF-factor estimulante de colonias de granulocitos-monocitos), patógenos o 
sustancias asociadas como el lipopolisacárido bacteriano (LPS), proteínas de matriz 
extracelular, complejos inmunes y otros mediadores. Por otro lado,  la activación de los 
macrófagos inflamatorios puede ser inhibida por citoquinas como la interleuquina (IL)-10 
o el factor de crecimiento transformante beta (TGFβ) (Mosser, 2003; Nathan, 1991). 
 
1. Expresión de genes en macrófagos activados. 
 
La activación de los macrófagos implica la síntesis y secreción de diversas 
moléculas que participan de forma activa en el proceso inflamatorio. En conjunto, estos 
factores, bien de forma directa, o a través de la inducción a su vez de la producción y 
liberación de nuevos mediadores inflamatorios, promueven el reclutamiento de células 
del sistema inmune al foco inflamatorio y su activación, con el objetivo final de eliminar 
el agente causal y favorecer la regeneración del tejido dañado. Aunque los procesos 
inflamatorios se desencadenan de cara a la resolución de infecciones o agresiones que 
causan daño tisular, la inflamación prolongada puede producir o amplificar diversas 
situaciones patológicas. Por este motivo los genes implicados en procesos inflamatorios 
se expresan bajo una fina regulación que evita respuestas inmunes desproporcionadas 
o dañinas.  
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Entre los principales factores producidos por los macrófagos activados se 
encuentran citoquinas como IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-1β y TNFα; quimioquinas como 
MCP-1 (proteína quimioatrayente de monocitos 1), proteasas y enzimas que sintetizan 
mediadores inflamatorios, entre ellas la sintasa inducible de óxido nítrico (iNOS), 
responsable de la producción de NO, o la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la sintasa de 
PGE2 microsomal 1 (mPGES-1) que participan en la producción de prostaglandinas 
(Cassetta et al., 2011; Ortega-Gómez et al., 2013). Estos factores se sintetizan tras la 
activación de diferentes vías de señalización que, en general, conducen a la inducción 
en su expresión. 
 
1.1. Activación de macrófagos por LPS. 
 
El LPS es uno de los principales componentes de la membrana externa de las 
bacterias Gram negativas que actúa como un potente activador de macrófagos. Ejerce 
su función señalizando principalmente a través del receptor Toll like  4 (TLR4), asociado 
a los receptores CD14 y CD11b/CD18 (Moore et al., 2000; Takeuchi y Akira, 2010). La 
unión del LPS al TLR4 o a la proteína de unión a LPS (LBP), asociada a CD14, provoca 
la activación del complejo molecular MyD88/TRAF/IRAK, que a su vez es capaz de 
activar la señalización mediada por ERK, JNK, p38, PKC y el factor nuclear kappa B 
(NF-κB) induciendo la expresión de genes diana, entre los que se encuentran, entre 
otros,  muchos de los genes descritos anteriormente como factores proinflamatorios, 
como IL-1β, TNF, IL-6, iNOS, COX-2 y mPGES-1 (An et al., 2002; Doyle y O'Neill, 
2006). 
1.1.1. El factor NF-κB. 
 
Como consecuencia de la estimulación de los macrófagos con LPS tiene lugar, 
entre otras acciones, la activación del factor de transcripción NF-κB. Este factor de 
transcripción juega un papel relevante en la regulación de la expresión génica en el 
sistema inmune. Además, participa en la regulación de la expresión de genes 
importantes para la supervivencia, diferenciación y proliferación celular. Infecciones 
bacterianas y víricas, citoquinas inflamatorias y la unión de antígenos a receptores, 
promueven la activación de NF-κB, que también puede inducirse por estrés físico, 
fisiológico u oxidativo (Oeckinghaus y Ghosh, 2009). La desregulación de NF-κB se ha 
asociado con enfermedades como cáncer, enfermedades autoinmunes, 
neurodegenerativas y cardiovasculares, entre otras (Hayden y Ghosh, 2012). En 
mamíferos, se han descrito 5 miembros de la familia de factores de transcripción NF-κB: 
 11 
 
Introducción    
p50,  p52, Rel A (p65), c-Rel y Rel B. Todos comparten un dominio N-terminal de unión 
al ADN, denominado dominio de homología a Rel (RHD), mediante el cual pueden 
formar homo y heterodímeros (Figura A1) Los dímeros de NF-κB se pueden unir a 
secuencias de ADN en genes diana, llamadas sitios de respuesta a NF-κB, que modulan 
la expresión génica. Rel B, c-Rel y Rel A, contienen un dominio c-terminal de activación 
de la transcripción (TAD) que permite el reclutamiento de coactivadores y la activación 
de genes diana. p50 y p52, al carecer del dominio TAD, pueden activar la transcripción 
de genes formando heterodímeros con los anteriores, o reclutando otras proteínas que 
tengan uno de estos dominios. Sin embargo, como homodímeros, pueden actuar como 
represores transcripcionales uniéndose al ADN (Hayden y Ghosh, 2011). En la mayoría 
de las células, los complejos NF-κB se encuentran inactivos en el citoplasma, unidos a 
proteínas inhibidoras de la familia IκB (IκBα, IκBβ, IκBε, IκBζ, p100, p105, Bcl3, IκBns). 
Ante un estímulo activador, como el caso del LPS en macrófagos, la proteína IκB es 
degradada y los dímeros de NF-κB entran al núcleo, donde modulan la expresión del 
gen diana. Generalmente, la degradación de la proteína inhibidora es mediada por el 
complejo de la quinasa IκB o IκK (complejo formado por dos subunidades catalíticas: 
IκΚα e IκΚβ y una subunidad reguladora: IκΚγ o NEMO) que fosforila IκB, lo que 
produce su degradación por el proteosoma (Liu y Chen, 2011) (Figura A2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2. El calcio en la activación de células del sistema inmune. 
El ion calcio (Ca2+) juega un papel fundamental en numerosos procesos 
biológicos tanto en células animales como en vegetales. Interviene en la contracción de 
 
Figura A. Miembros de la familia NF- κB (1). Ruta de activación clásica de NF-κB (2).  
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los músculos y en la coagulación de la sangre (Lages y Weiss, 1995). También controla 
la fertilización, y el desarrollo y diferenciación de células en otras más especializadas, 
además de participar en la regulación de la actividad celular y en la apoptosis (Berridge 
et al., 1998; Chen y Lin-Shiau, 2000).  
 
En el sistema inmune, la señal de Ca2+ juega un papel importante en la función 
celular, participando en la regulación de la proliferación, de la expresión génica y en 
procesos de migración y apoptosis, entre otras funciones efectoras (Vig y Kinet, 2009). 
Aumentos en los niveles intracelulares de Ca2+ en células del sistema inmune tienen 
lugar como resultado de la estimulación de inmunorreceptores, tales como el receptor 
de células T (TCR), receptor de células B (BCR) y los receptores de Fc (FcR), así como 
receptores de quimioquinas o receptores co-estimuladores. La principal vía que induce 
un aumento en los niveles de Ca2+ intracelular en los linfocitos es la entrada de calcio a 
través de canales SOCE (store-operated calcium entry) y canales CRAC (calcium-
release-activated channels). Tras la unión del antígeno al TCR o al BCR, las 
concentraciones de Ca2+ intracelular se pueden incrementar de 50 nM a ~1 μM a través 
de estos canales iónicos (Baba y Kurosaki, 2011; Feske, 2007). 
 
Si bien es en la función de los linfocitos donde se ha reconocido de forma 
tradicional la influencia del Ca2+, cada vez son más las evidencias que ponen de 
manifiesto su papel en otros tipos celulares dentro del sistema inmune como mastocitos, 
neutrófilos, células dendríticas y en osteoclastos (Kajiya, 2012; Ma y Beaven, 2011; 
Shumilina et al., 2011; Vega et al., 2007) .  
 
En cuanto a monocitos-macrófagos, aunque existen algunas evidencias que 
indican la posible relevancia de la señal de Ca2+ en éstos, como la existencia de canales 
CRAC (Floto et al., 1996; Malayev y Nelson, 1995), no se conoce en detalle la 
relevancia de sus acciones sobre la activación y sobre las funciones efectoras de este 
tipo celular. Se ha descrito que el tratamiento con un ionóforo de Ca2+ provoca una 
activación del macrófago para procesos como la eliminación de células tumorales 
(Drysdale et al., 1987). En macrófagos alveolares expuestos a partículas finas, se ha 
visto que el Ca2+ y especies reactivas del oxígeno (ROS), median la producción de 
TNFα vía NF-κB y AP-1 (Brown et al., 2004). Por otro lado, existen estudios que 
muestran una disminución en la producción de citoquinas inflamatorias cuando se inhibe 
el incremento intracelular de Ca2+ (Haskó et al., 1998; Hotchkiss et al., 1995; Lo y Lo, 
2013).  
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Muchas de estas observaciones se han obtenido de forma experimental 
mediante el uso de compuestos que incrementan el de Ca2+ como son los ionóforos de 
Ca2+, ionomicina (Io) o A23187 (Ion), los cuales promueven un incremento transitorio de 
Ca2+ intracelular como consecuencia tanto de la entrada de Ca2+ extracelular, como de la 
movilización de calcio de los compartimentos intracelulares, como el retículo 
endoplásmico (Dedkova EN, 2000).  
 
Además muchos receptores de moléculas que participan en la activación del 
sistema inmune transmiten su señal mediante incrementos de Ca2+ intracelular, entre los 
que podemos destacar la familia de los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), 
asociados a la proteína Gαq, entre los que se incluyen receptores de prostanoides y 
quimioquinas entre otros (Del Corno et al., 2001; Lattin et al., 2007; Wettschureck y 
Offermanns, 2005). El principal efector de las proteína Gαq es la fosfolipasa C (PLC-β) 
cuya activación lleva a la hidrólisis de fosfatidilinositol 4, 5 bifosfato (PIP2), dando 
inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), los cuales actuarán como segundos 
mensajeros promoviendo una cascada de señalización intracelular. El IP3 media la 
liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares, promoviendo una cascada de señales. 
Por su parte, el DAG, junto con el propio calcio, promueve la activación de PKC, que 
conduce a su vez a la activación de la señalización por MAPKs como ERK y JNK 
(Gether y Kobilka, 1998; Hubbard y Hepler, 2006; Neer, 1995).   
 
1.2.1. Activación de NFAT. 
 
El Ca2+ intracelular media gran parte de sus acciones a través de su unión a la 
proteína calmodulina (CaM). El complejo Ca2+/CaM es capaz de modular la función de 
varias proteínas como la Ca2+/CaM Proteína Quinasa II (CaMKII) y la proteína fosfatasa 
calcineurina (Cn), promoviendo su activación (Hoeflich y Ikura, 2002; Valeyev et al., 
2008). Por su parte, la Cn activada participa en la activación del factor de transcripción 
NFAT, modulando la regulación de la expresión de genes. 
 
Las proteínas que pertenecen a la familia de factores de transcripción NFAT 
(factor nuclear de células T activadas), juegan un papel central en la transcripción 
inducible de genes durante la respuesta inmune. Aunque NFAT fue originalmente 
descrito en células T, se ha descrito su expresión en otras células inmunes, incluyendo: 
células dendríticas, neutrófilos, basófilos y macrófagos (Müller y Rao, 2010; Rao et al., 
1997). Además, en los últimos años se ha confirmado que NFAT se expresa también en 
múltiples células no inmunes, regulando procesos tan diversos como la formación de las 
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válvulas cardíacas, la especificidad de fibras en el músculo esquelético, la diferenciación 
de osteoclastos, el desarrollo neuronal y la angiogénesis, entre otros (Crabtree y Olson, 
2002; Horsley y Pavlath, 2002; Schulz y Yutzey, 2004).   
 
La familia NFAT está compuesta por 5 proteínas evolutivamente relacionadas 
con la familia del factor de transcripción NF-κB. Pueden subdividirse en dos grupos de 
acuerdo a sus dominios funcionales: NFAT5 y NFATc. A su vez, NFATc incluye 4 
miembros: NFATc1 (NFAT2 o NFATc), NFATc2 (NFAT1 o NFATp), NFATc3 (NFAT4 o 
NFATx) y NFATc4 (NFAT3). Todos los NFATc, tienen un dominio de unión al DNA 
denominado RSD, de la familia del Rel de los NF-κB; un dominio regulador requerido 
para la unión de Cn, motivos ricos en serina y señales de localización nuclear; y dos 
dominios transactivadores (TAD) en N- y C-terminal, excepto NFATc4 que sólo tiene el 
N-terminal. NFAT5 sin embargo, sólo presenta el dominio de unión al DNA, 
diferenciándose de los miembros NFATc en que su activación no es dependiente de la 
movilización de calcio, expresándose en respuesta a estrés osmótico (Lopez-Rodriguez 
et al., 2001; Serfling et al., 2004; Zanoni y Granucci, 2012). La actividad de las isoformas 
NFATc1-c4 es controlada por la Cn que una vez activada por un incremento intracelular 
de Ca2+, desfosforila los motivos fosforilados del extremo N-terminal de NFATc, 
produciéndose la translocación de NFAT al núcleo. En el núcleo, las proteínas NFATc 
actúan como factores de transcripción solas o interactuando con otros factores de 
transcripción activados por vías de señalización diferentes, como NF-κB, AP-1 y GATA4 
(Figura B).  
 
Las oscilaciones de Ca2+ y la activación de la Cn son los principales 
controladores de las funciones mediadas por NFAT. La Cn activa se une directamente a 
NFAT desfosforilando los motivos ricos en serina, que dejan al descubierto las 
secuencias de localización nuclear requeridas para la translocación al núcleo. Una 
persistente elevación Ca2+ intracelular es fundamental para la activación de Cn y para la 
permanencia de NFAT en el núcleo. En ello participan los canales de calcio CRAC, que 
tras una liberación de Ca2+ intracelular proveniente del retículo endoplásmico, se activan 
facilitando una alta y sostenida entrada de Ca2+ extracelular (Crabtree, 2001). Una vez 
terminada la señal de Ca2+, o mediante el uso de los compuestos inmunosupresores 
ciclosporina A (CsA) y FK506 que inhiben la actividad de la Cn, se produce una rápida 
refosforilación de NFAT y su salida del núcleo en la que participan proteínas quinasas 
(del Arco et al., 2000; Martinez-Martinez y Redondo, 2004; Schreiber y Crabtree, 1992). 
Además, la activación transcripcional de NFAT puede regularse también mediante la 
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fosforilación inducible del dominio transactivador TAD (Gómez-Casero et al., 2007; San-
Antonio et al., 2002).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
II. COX-2 Y PROSTANOIDES COMO MEDIADORES DE LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA. 
 
Los prostanoides son importantes mediadores lipídicos pertenecientes a un 
grupo de compuestos llamados eicosanoides, que derivan de ácidos grados insaturados 
de 20 carbonos, siendo el más importante de éstos el ácido araquidónico (AA). Incluyen 
prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs), compuestos involucrados en un gran 
número de procesos fisiológicos y patológicos, como la maduración de cuerpos lúteos, 
la función renal, la agregación plaquetaria, la fiebre, el dolor o la inflamación. De tal 
forma, los prostanoides parecen jugar un papel esencial en patologías como la 
trombosis, la alergia, el cáncer, y en enfermedades inflamatorias crónicas como la 
artritis reumatoide o la aterosclerosis (Ricciotti y FitzGerald, 2011; Vila, 2004).  
 
 
 
Figura B. Miembros de la familia NFAT (1). Ruta de activación del factor NFAT (2).  
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2. Síntesis de prostanoides. 
 
La síntesis de prostanoides tiene lugar a partir de fosfolípidos de membrana a 
través de la cascada metabólica del AA (Figura C). La acción de la fosfolipasa A2 
(PLA2) sobre la membrana en respuesta a un estímulo, provoca una hidrólisis que da 
lugar a la liberación del AA. Éste, es convertido en PGH2 por las ciclooxigenasas (COXs) 
en una reacción de dos pasos que implica, una reacción ciclooxigenasa que genera 
PGG2, seguida de una reacción peroxidasa que genera la PGH2. Esta molécula es el 
sustrato para las diferentes PG sintasas terminales (PGES, PGDS, PGFS y TXAS), que 
generan las distintas prostaglandinas (PGE
2
, PGD
2
, PGF
2α
, PGI2 o prostaclicina) y 
tromboxanos (TXA2) (Smith y Song, 2002; Warner y Mitchell, 2004). La síntesis última 
de un prostanoide u otro dependerá, en gran medida, de la asociación entre las COXs y 
las diferentes PG sintasas, por lo que ambos tipos de enzimas son claves en la 
regulación de la vía. Sin embargo, han sido las COXs las que han centrado 
mayoritariamente el interés para el diseño de fármacos, siendo diana para los 
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura C. Biosíntesis de prostanoides.  
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2.1. Ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2). 
 
Se han descrito dos isoformas de la COX, denominadas COX-1 y COX-2. Ambas 
catalizan la misma reacción pero difieren en la regulación de su expresión ante 
diferentes estímulos (Morita, 2002). COX-1 se expresa constitutivamente y es la forma 
dominante, aunque no exclusiva, en la producción de prostanoides para las funciones 
de mantenimiento fisiológicas, como la protección del epitelio gástrico y la homeostasis 
vascular. Esta isoforma se asocia preferentemente con las sintasas TXAS, PGFS y 
PGES citosólica (cPGES). Por otro lado, COX-2, que se induce por estímulos 
inflamatorios, hormonas y factores de crecimiento, es la fuente principal de prostanoides 
en procesos inflamatorios y en enfermedades proliferativas como el cáncer. Su acción 
se acopla preferentemente a las sintasas PGIS y PGES microsomal  (mPGES), ambas 
inducidas por citoquinas, factores de crecimiento y promotores tumorales (Dubois et al., 
1998; Murakami et al., 2000; Tanioka et al., 2000). Sin embargo, tanto COX-1 como 
COX-2 contribuyen en la generación de prostanoides implicados en homeostasis como  
en la formación de prostanoides durante la inflamación (Crofford et al., 1994; McAdam et 
al., 2000). 
 
Los prostanoides tienen una vida media corta, por lo que ejercen su función en 
las inmediaciones de donde han sido sintetizados, mediante la unión a receptores 
(Figura C). Estos receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a 
proteínas G (GPCRs) y están clasificados según su especificidad por los diferentes 
prostanoides que actúan como ligandos: DP para PGD2, EP para PGE2, FP para PGF2α, 
IP para PGI2 y TP para TXA2 (Breyer et al., 2001). Algunos de ellos tienen varios 
subtipos, destacando el receptor para PGE2 que tiene 4: EP1, EP2, EP3 y EP4, cada uno 
ligado a diferentes rutas de transducción que dan lugar a la activación o la inhibición de 
las respuestas celulares (Alfranca et al., 2006). En general podemos decir que EP2, EP4, 
IP y DP1, señalizan a través de proteínas Gαs, incrementando el adenosín monofosfato 
cíclico (AMPc). EP1, FP, y TP activan el metabolismo del fosfatidilinositol y provocan el 
aumento de IP3 con movilización de Ca2+ de los compartimentos intracelulares. TP se 
acopla a múltiples proteínas G, por lo que además puede activar o inhibir la adenilato 
ciclasa y por tanto aumentar los niveles de AMPc intracelulares. Las distintas isoformas 
de EP3 pueden acoplarse a proteínas Gαi o Gα12 para elevar los niveles de Ca2+ 
intracelular, inhibir la generación de AMPc  o la activación de proteína GTPasa Rho. El 
DP2 se acopla a proteínas tipo Gα para inhibir la síntesis de AMPc y eleva el Ca2+ 
intracelular  (Smyth et al., 2009; Tilley et al., 2001). 
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Además de estos receptores clásicos, estudios recientes han demostrado que 
los prostanoides también pueden modificar la función de células del sistema inmune 
mediante la activación directa de receptores nucleares. Un metabolito de la PGD2, la 15-
desoxi-Δ12,14-PGJ2 (15-dPGJ2), es un potente agonista del receptor PPAR (Receptor 
activado por proliferadores de peroxisomas) (Straus y Glass, 2001). A este receptor 
nuclear,  que se expresa a altos niveles en macrófagos, se le atribuyen acciones 
antiinflamatorias (Jiang et al., 1998).  
 
2.1.1. Regulación de la expresión de COX-2.  
 
 Los macrófagos aumentan la expresión de COX-2 en respuesta a estímulos 
proinflamatorios, como LPS o citoquinas. El principal mecanismo de regulación de esta 
enzima tiene lugar a nivel transcripcional, aunque también han sido descritos 
mecanismos de regulación post-transcripcional, basados en el aumento de la estabilidad 
del ARNm (Inoue et al., 2002; Tsatsanis et al., 2006).  
 
  Diferentes factores de transcripción pueden regular COX-2 dependiendo del 
estímulo y del tipo celular. El promotor del gen de la COX-2 humano contiene una 
TATA-box clásica, una E-box y varios sitios de unión para factores de transcripción, muy 
conservados en humano, ratón y rata. Hasta la fecha, han sido descritos elementos 
CRE, AP-1, C/EBP, NF-κB, y NFAT en la región proximal del promotor de COX-2, 
mientras que en posición distal se han encontrado también, sitios IRES de respuesta a 
IFNγ, a los cuales se unen los correspondientes factores y regulan su transcripción 
(Íñiguez et al., 2000; Tanabe y Tohnai, 2002; Vila-del Sol y Fresno, 2005). 
 
 La activación de COX-2 mediada por NF-κB es la más estudiada, especialmente 
por el papel central que tiene este factor de transcripción en la inflamación y en la 
señalización de COX-2 vía TLR4 en macrófagos (Rhee y Hwang, 2000; Tsatsanis et al., 
2006). La regulación de COX-2 es mediada por NFAT en células de carcinoma de colon, 
linfocitos T y en células del endotelio vascular (Duque et al., 2005; Hernández et al., 
2001; Íñiguez et al., 2000). Inicialmente varios trabajos han tratado de atribuir a un solo 
factor de transcripción el control principal de transcripción de COX-2, pero un estudio 
mas reciente aboga por un modelo de regulación dinámico en el cual la unión de 
diversos factores de transcripción se sucedería en el tiempo (Kang et al., 2006).  
 
En muchos tipos celulares y en respuesta a estímulos inflamatorios que inducen 
la expresión de COX-2, se produce la inducción coordinada de la mPGES-1, resultando 
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en un incremento exacerbado en la producción de PGE2. En ello, intervienen, aparte de 
la activación transcripcional de cada enzima, mecanismos capaces de señalizar la 
localización subcelular de ambas, posibilitando la asociación entre COX-2 y mPGES-1 
en la región perinuclear de la célula (Duque et al., 2006; Lazarus et al., 2002).  
  
2.2. Acciones de los prostanoides en la inflamación. 
 
Durante la fase temprana de la inflamación, los macrófagos producen cantidades 
elevadas de PGE2, considerada la prostaglandina inflamatoria por excelencia y potente 
inmunomodulador. Su expresión se asocia a COX-2 y mPGES-1 en el foco inflamatorio, 
mientras que en condiciones fisiológicas su expresión se asocia a COX-2 y cPGEs.  La 
PGE2, es capaz de regular la expresión de citoquinas proinflamatorias, como el TNFα, la 
IL-1β o la iNOS; y antiinflamatorias como IL-10 (Lin et al., 1999; MacKenzie et al., 2013; 
Nataraj et al., 2001). También participa en el reclutamiento de monocitos y células 
dendríticas al foco inflamatorio mediante la regulación de quimioquinas (MIP-1α, MCP-1) 
y de sus receptores (CCR2, CCR5 o CCR7). Además, participa en la remodelación del 
tejido dañado mediante la activación de metaloproteinasas de la matriz extracelular 
(MMPs) (Panzer y Uguccioni, 2004; Pavlovic et al., 2006). 
 
Aunque la PGE2 es la prostaglandina mayoritaria en el proceso inflamatorio, los 
macrófagos también producen PGJ2 y 15-dPGJ2, que a través de los PPAR, controlan la 
apoptosis de las células inmunes en la finalización del proceso inflamatorio (Ward et al., 
2002). Además, la 15-dPGJ2 también es capaz de disminuir la liberación de TNFα, IL-1β 
e IL-12, interfiriendo directamente en la señalización de NF-κB (Alves et al., 2011; 
Straus et al., 2000). 
 
Los AINEs, como la aspirina, son antiinflamatorios que se basan en la inhibición 
de la síntesis de prostanoides, bloqueando inespecíficamente tanto la actividad COX-1 
como COX-2. Por tanto, inhiben la producción de prostanoides en procesos fisiológicos 
y patológicos, provocando efectos secundarios de tipo gastrointestinal, como úlceras y 
hemorragias digestivas, atribuidos principalmente a la inhibición de COX-1. La 
generación de inhibidores selectivos de COX-2 disminuyó la aparición de estos efectos 
secundarios, pero su uso produjo un aumento de eventos cardiovasculares en pacientes 
sometidos a esta medicación. Este hecho supuso el inicio de la investigación de COX-2 
en numerosas patologías cardiovasculares, como la aterosclerosis (Martinez-Gonzalez y 
Badimon, 2007). 
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III. ATEROSCLEROSIS Y PROSTANOIDES. 
 
La aterosclerosis es la causa subyacente de la mayoría de las enfermedades 
cardiovasculares, incluyendo: enfermedad coronaria arterial, gangrena isquémica, 
aneurisma aórtico abdominal, y muchos casos de infarto de miocardio y accidentes 
cerebrovasculares, como consecuencia de una ruptura de la placa y la generación de un 
trombo. En la actualidad, este grupo de enfermedades, son la principal causa de muerte 
en las sociedades industrializadas y la Organización Mundial de la Salud prevé que en 
breve, lo sean a nivel mundial, debido al incremento de su prevalencia y la acumulación 
de factores de riesgo metabólico en nuestra sociedad (Hansson et al., 2006; Libby, 
2002; Moore y Tabas, 2011).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica y progresiva que se 
caracteriza por la acumulación de lípidos y elementos fibrosos en la pared arterial, 
produciéndose habitualmente en las zonas donde el flujo laminar sanguíneo está 
perturbado, como las ramificaciones y válvulas aórticas. La acumulación de estos 
componentes da lugar a una placa cada vez más compleja que va provocando el 
estrechamiento luminal de las arterias. Su mayor complicación clínica se produce por la 
rotura de esta placa, provocando trombosis. (Figura D). Es una enfermedad 
multifactorial en la que participan procesos como el metabolismo de ácidos grasos, la 
presión sanguínea o la respuesta inflamatoria (Glass y Witztum, 2001; Lusis, 2000). 
 
Figura D. Progresión y composición de la placa de ateroma.  
El desarrollo de la placa de ateroma comienza con una lesión inicial caracterizada por la acumulación de 
lipoproteínas en la íntima provocando el reclutamiento de macrófagos y células dendríticas. Conforme la 
lesión progresa, empiezan a migrar a la íntima, células musculares lisas y linfocitos T, formando una 
cápsula fibrosa. La placa vulnerable se caracteriza por la acumulación de células apoptóticas y una 
eferocitosis deficiente, generando un núcleo necrótico que es rodeado por células inmunes que 
contribuyen a la ruptura de la placa y la formación de un trombo.  
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4. Papel del colesterol en la aterosclerosis. 
 
El aumento de los niveles de LDL/VLDL (low density lipoproteins/very low density 
lipoproteins) en sangre es el principal desencadenante del inicio de la enfermedad 
(Goldstein y Brown, 1977; The Emerging Risk Factors, 2009). El transporte de lípidos, 
colesterol y triglicéridos, se produce a través del flujo sanguíneo. Los lípidos ingeridos 
en la dieta son transportados al hígado para metabolizarse, al tejido adiposo para su 
acumulación o, bien, se mantienen en circulación para su adquisición por tejidos 
periféricos, ya que el colesterol es clave para el correcto funcionamiento de las 
membranas celulares. Por este motivo, todas las células del organismo necesitan 
adquirir colesterol. El colesterol sobrante desde los tejidos periféricos, vuelve al hígado 
para su excreción, lo que se conoce como el transporte reverso (Fitzgerald et al., 2010). 
Todas las moléculas de naturaleza lipídica son insolubles, por lo que para su transporte 
en sangre necesitan acoplarse a proteínas, formando así complejos macromoleculares 
llamados lipoproteínas. Existen diferentes tipos de lipoproteínas, clasificadas de acuerdo 
a su densidad, que participan en los diferentes pasos del transporte lipídico. Los 
quilomicrones captan los triglicéridos, colesterol y fosfolípidos ingeridos en la dieta y se 
encargan de transportarlos hasta el hígado para ser metabolizados. De allí, viajan hasta 
los tejidos periféricos en forma de LDL o VLDL.  Finalmente, las HDL (high density 
lipoproteins) son las encargadas de llevar el colesterol sobrante de estos tejidos de 
vuelta al hígado para su excreción (Glass y Witztum, 2001). En la aterosclerosis, los 
niveles de HDL y LDL se encuentran alterados, lo que promueve el depósito de 
colesterol en la pared arterial.  
 
Los modelos de aterosclerosis en ratón, siendo los más usados habitualmente el 
modelo Ldlr-/- y el Apoe-/-, se han generado en base a alteraciones en genes implicados 
en el transporte lipídico (Fuster et al., 2012). El primero carece del receptor para las LDL 
el cual, tiene un papel clave en el hígado (Krieger, 1994). El modelo Apoe-/- carece de la 
apolipoproteína E, constituyente importante de quilomicrones, LDL, VLDL y HDL 
(Mahley et al., 1984).  El ratón Ldlr-/- requiere de la administración de una dieta rica en 
grasa para generar las lesiones, que tienen una morfología simple, siendo las células 
espumosas las células predominantes. Las lesiones en el ratón Apoe-/-, comienzan con 
una morfología simple de células espumosas, que va adquiriendo complejidad con la 
edad, incluyendo así, núcleos lipídicos, cristales de colesterol y cápsulas fibrosas. Este 
modelo de ratón no requiere de una dieta aterogénica para producir las lesiones, ya que 
presentan una alta hipercolesterolemia de base. No obstante, la administración de una 
dieta grasa acelera el desarrollo de la enfermedad sin cambiar las características 
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morfológicas de la lesión (Daugherty y Whitman, 2003; Fuster et al., 2012). Aunque 
ambos modelos son muy útiles en el estudio experimental del proceso aterosclerótico en 
tanto en cuanto reflejan algunas de las características de la enfermedad como la 
formación de la placa de ateroma, ninguno de ellos es capaz de cubrir la secuencia 
completa de las lesiones humanas y la formación de placas inestables que reflejen los 
riesgos asociados a la rotura de la placa.  
 
5. Macrófagos e inflamación en el desarrollo de aterosclerosis. 
 
La composición de la placa de ateroma se puede describir, en fases avanzadas, 
como un núcleo necrótico de células, cristales de colesterol, rodeado de células 
espumosas e infiltrados de células inmunes. La población celular mayoritaria son los 
macrófagos, pero la presencia de células T, células dendríticas, mastocitos e incluso 
células T reguladoras, ha sido ampliamente descrita en lesiones de ratón y humanas 
(Galkina y Ley, 2009; Packard et al., 2009). Además de células del sistema inmune, 
encontramos células endoteliales y células musculares lisas, debido a la 
desestructuración del endotelio generada por la acumulación de colágeno. Aunque la 
síntesis de colágeno favorece la estabilización inicial de la placa, en estadios tardíos se 
produce la activación de MMPs, que provocan su degradación y el aumento del riesgo 
de trombosis. 
 
La fase inicial de la enfermedad aterosclerótica se desencadena cuando los 
niveles de VLDL y LDL aumentan. Las lipoproteínas infiltran la pared arterial a un nivel 
que excede la capacidad de eliminación y quedan retenidas en la pared extracelular, 
asociándose con constituyentes de la matriz extracelular como proteoglicanos. Esta 
retención, secuestra las lipoproteínas en la íntima, protegiéndolas de los antioxidantes 
presentes en el plasma, lo que favorece así su modificación, principalmente por 
oxidación (oxLDL) o acetilación (acLDL) (Navab et al., 1996; Steinberg et al., 1989). 
Estas partículas evocan la respuesta inflamatoria, ya que atraen a los monocitos 
directamente a la pared arterial. Además de las LDLs modificadas y las fuerzas 
hemodinámicas, otros factores modulan la inflamación, como los niveles de 
homocisteína, las hormonas sexuales y la infección. Enfermedades como la diabetes 
también pueden promover la inflamación, por la formación de productos finales de 
glicosilación que interactúan con los receptores endoteliales (Lusis, 2000). Debido a 
este ambiente proinflamatorio, las células endoteliales, que normalmente son resistentes 
a la adhesión leucocitaria, expresan moléculas de adhesión como P-selectina, E-
selectina, VCAM-1 e ICAM-1, que median el rodamiento y la adhesión de monocitos 
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circulantes y otros leucocitos (Cybulsky y Gimbrone, 1991; Johnson et al., 1997; Li et al., 
1993). Estos monocitos, y células T principalmente, se unen a las moléculas del 
endotelio mediante integrinas como VLA-4 y LFA-1 (Glass y Witztum, 2001; Packard et 
al., 2009).  Quimioquinas como MCP-1, producida por células de la pared arterial en 
respuesta a las LDL modificadas, dirigen la migración y diapédesis de los monocitos a la 
íntima (Boring et al., 1998; Gu et al., 1998; Pello et al., 2011). Una vez allí, la citoquina 
M-CSF estimula la proliferación y diferenciación de macrófagos, influyendo en procesos 
tales como la expresión de scavenger receptors (Qiao et al., 1997; Smith et al., 1995) 
(Figura E).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.1. Formación de células espumosas y regulación del flujo de colesterol en el 
macrófago. 
 
Los scavenger receptors, principalmente SR-A y CD36, son los responsables del 
siguiente acontecimiento clave en la formación de la lesión: la generación de células 
espumosas. Los monocitos, una vez diferenciados a macrófagos en la íntima, aumentan 
la expresión de estos receptores, lo que les permite captar las partículas LDL 
modificadas. Existe cierta especialización en estos dos receptores, de manera que SR-A 
es más específico para la captación de partículas acLDL y CD36 para oxLDL 
(Endemann et al., 1993; Lougheed et al., 1999; Nakata et al., 1999). Estudios como el 
de Kunjathoor et al. han descrito que el receptor SR-A también puede captar oxLDLs, 
 
Figura E. Papel de los macrófagos en la aterosclerosis. Adaptado de Libby, P. (2002) 
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especialmente las que presentan un mayor grado de oxidación, mientras que CD36 
captaría oxLDLs con una oxidación intermedia (Kunjathoor et al., 2002).  Experimentos 
en ratones Cd36-/-/Apoe-/- y en otros modelos donde se silenció el receptor SR-A, 
mostraron un papel proaterogénico para estos receptores (Babaev et al., 2000; Febbraio 
et al., 2000). Sin embargo, otros estudios empleando ratones Cd36-/- o Sr-a-/- en un 
modelo de Apoe-/-, mostraron un aumento de las lesiones, y en modelos que carecían de 
ambos receptores, no se vieron reducciones mayores que las encontradas en modelos 
Cd36-/-/Apoe-/- (Kuchibhotla et al., 2008; Moore et al., 2005). Se ha demostrado que 
existe una regulación recíproca entre estos dos receptores, de manera que la inhibición 
de uno, aumenta la expresión del otro (Mäkinen et al., 2010). En cualquier caso, se han 
descrito además, mecanismos de captación alternativos como la fagocitosis y la 
pinocitosis, entre otros, que pueden participar en este proceso (Kruth, 2013; Moore y 
Tabas, 2011; Schrijvers et al., 2007). Aunque los macrófagos presentan otros receptores 
de membrana capaces de captar colesterol, como el LDLr, éste no participa en la 
generación de células espumosas, puesto que reconoce partículas LDL intactas o poco 
modificadas, mientras que la mayoría de las formas de LDL que encontramos en la 
placa de ateroma se encuentran alteradas (Glass y Witztum, 2001). El mecanismo de 
captación de LDLs por parte de los macrófagos, constituye un proceso beneficioso 
inicialmente, puesto que permite eliminar grandes cantidades de LDLs modificadas de la 
pared vascular. Sin embargo, cuando la acumulación de estas partículas supera la tasa 
de salida, se produce la muerte de los macrófagos, principalmente por apoptosis, 
provocando una fuerte respuesta inmune (Andrés et al., 2012; Hegyi et al., 2001).  
 
En condiciones normales, los macrófagos residentes en la íntima son capaces de 
liberar colesterol libre no esterificado y de sintetizar las lipoproteínas, apoE y apoA-I, 
aceptoras del mismo, con lo que se impide su acumulación en el tejido. Ante un exceso 
de colesterol en el tejido, los macrófagos lo acumulan en forma de ésteres de colesterol 
en vacuolas gracias a la acción de la Acyl-CoA colesterol aciltransferasa (ACAT). Estos 
ésteres de colesterol, pueden ser hidrolizados para su incorporación en membranas y su 
salida. Existen dos mecanismos potenciales para eliminar el exceso de colesterol: la 
modificación del mismo a formas más solubles mediante la acción de la enzima 
colesterol-27 hidroxilasa, y el más importante, el flujo de colesterol al exterior mediante 
transportadores de membrana, proceso clave en el transporte reverso del colesterol 
(Figura F). 
 
El transporte reverso del colesterol, es el mecanismo mediante el cual, HDL y su 
proteína mayoritaria, apoA-I, ejercen un papel protector contra la aterosclerosis. Se han 
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descrito muchos genes en el transporte reverso, incluyendo los transportadores ABC 
(ATP Binding Cassette),  ABCA1 y ABCG1; y también el scavenger receptor (SR) SR-BI. 
ABCA1 media el flujo desde los macrófagos a apoA-I, mientras que ABCG1 y SR-BI 
facilitan el flujo de colesterol a partículas HDL maduras (Fitzgerald et al., 2010). Además 
de ABCA1, se han implicado en este proceso otros subtipos de transportadores ABC 
tipo A, como ABCA5. En los últimos años se ha atribuido un papel fisiológico a este 
transportador. Ye et al. mediante un modelo de trasplante de médula ósea de ratón 
Abca5-/- en ratones Ldlr-/- irradiados, encontraron un aumento de las lesiones 
ateroscleróticas, un 29% menos de flujo de colesterol a partículas HDL y incremento del 
flujo a partículas apoA-I por un aumento compensatorio de la expresión de ABCA1 (Ye 
et al., 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la regulación del flujo de colesterol en los macrófagos, incluyendo tanto la 
captación de LDLs modificadas como el flujo al exterior, tienen un papel importante los 
receptores PPAR y LXR (Receptor X hepático) (Figura F). PPARγ aumenta la expresión 
de CD36 (Tontonoz et al., 1998), mientras que los LXR aumentan la expresión de 
ABCA1, ABCG1 y apoE, entre otros (Costet et al., 2000; Repa y Mangelsdorf, 2002). 
Los dos se activan por oxLDL y existe una cooperación entre ambos, de manera que 
PPARγ es capaz de inducir LXRα (Chawla et al., 2001; Ye et al., 2011). Tanto PPAR 
como LXR son integradores de la regulación del metabolismo de lípidos y de la 
inflamación, con una señalización mediada por factores de transcripción como AP-1, 
NF-κB o STAT (Joseph et al., 2003).  
 
 
Figura F. Transporte reverso del colesterol en macrófagos. 
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6. Acciones de los prostanoides en la aterosclerosis. 
 
Los prostanoides juegan un importante papel en la fisiopatología cardiovascular, 
modulando la patogénesis de enfermedades vasculares como la trombosis o la 
aterosclerosis. Estos mediadores lipídicos intervienen en varios procesos clave de la 
aterosclerosis, como la inflamación, vasodilatación, vasoconstricción, agregación 
plaquetaria y migración leucocitaria, entre otros (Vila, 2004). Diferentes estudios han 
descrito la expresión de COX-2 en las lesiones ateroscleróticas en humanos y en ratón, 
donde parece jugar un papel dual en la patogénesis de la enfermedad (Baker et al., 
1999; Burleigh et al., 2002; Schönbeck et al., 1999). Los efectos de la expresión de 
COX-2 en aterogénesis son mediados por una variedad de prostanoides con funciones 
proaterogénicas y antiaterogénicas, que además, pueden variar durante la evolución de 
la placa y el tipo celular. 
 
 La aparición de los inhibidores selectivos de la COX-2 como nuevos y 
eficaces antiinflamatorios y analgésicos, puso de manifiesto el papel que podía ejercer 
esta enzima en la enfermedad cardiovascular. Estos inhibidores, conocidos como 
“superaspirinas” o “coxibs”, fueron diseñados para minimizar los efectos indeseados de 
índole gastrointestinal que producen habitualmente los AINES clásicos, por la inhibición 
de la COX-1 (Warner y Mitchell, 2004). Sin embargo, diversos ensayos clínicos 
demostraron el aumento en la aparición de eventos cardiovasculares, como infartos de 
miocardio o anginas de pecho, por el uso de estos inhibidores específicos (Bombardier 
et al., 2000; Bresalier et al., 2005; Paramo et al., 2005; Solomon et al., 2005). El análisis 
de los resultados obtenidos con estos ensayos, terminaron provocando la retirada 
voluntaria por parte de Merck, del primer inhibidor que salió al mercado, Vioxx 
(rofecoxib). Esto supuso un duro golpe para la industria farmacéutica y para la salida al 
mercado de otros muchos coxibs. Mientras que en el momento de su comercialización 
se consideró que estos medicamentos se convertirían en los nuevos superventas, 
actualmente, su uso está restringido a patologías relacionadas principalmente con la 
inflamación articular. 
 
El principal motivo por el cual se explican los efectos adversos a nivel 
cardiovascular de estos inhibidores es por el incremento en el riesgo de trombosis, 
máxima complicación de la aterosclerosis, por lo que el estudio de COX-2 en esta 
patología ha sido objeto de intenso estudio en últimos años. 
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Los prostanoides juegan un papel importante en la generación del trombo, 
siendo el control del balance de PGI2/TXA2 esencial en este proceso. Las células 
endoteliales sintetizan PGI2 asociada a la expresión de COX-2, que ejerce acciones 
vasodilatadoras inhibiendo la agregación plaquetaria (McAdam et al., 1999). Las 
plaquetas, por el contrario, producen TXA2 en un proceso dependiente de la actividad 
COX-1. Este tromboxano, tiene propiedades protrombóticas y vasoconstrictoras y su 
bloqueo mediante tratamiento con dosis bajas de aspirina, reduce el riesgo de trombosis 
y de daños en la pared vascular (Patrignani et al., 1982). Sin embargo, el uso de 
inhibidores selectivos de COX-2, disminuye preferentemente la síntesis de PGI2 sobre la 
de TXA2, lo que provoca un desajuste en el balance de estos dos prostanoides, 
favoreciendo la vasoconstricción y la agregación plaquetaria y por tanto, el riesgo de 
trombosis (FitzGerald, 2004; Gabrielsen et al., 2010). 
 
La PGE2, producida principalmente por los macrófagos activados, también se ha 
relacionado con la aterogénesis, el tono vascular y la rotura de placa. Sin embargo, su 
papel es más complejo ya que sus efectos pueden mediarse por diferentes EPs. Así, se 
han descrito tanto efectos antiinflamatorios como proinflamatorios. Estudiando la acción 
de PGE2 en relación a las MMPs, se encontró que la liberación de PGE2 vía COX-
2/mPGES-1, induce la expresión y activación de la MMP-1 y MMP-9, capaces de 
degradar la cápsula de colágeno y disminuyendo la estabilidad de la placa (Ardans et 
al., 2002; Cipollone et al., 2005; Pavlovic et al., 2006). La mPGES-1, descrita como la 
máxima responsable de la síntesis de PGE2 en condiciones fisiológicas tanto en 
humanos como en ratón, también ha sido descrita en placas de ateroma. Algunos 
estudios, mantienen que el silenciamiento de mPGES-1 tiene las mismas propiedades 
que el de COX-2 pero sin que se produzcan estímulos protrombóticos  (Wang et al., 
2008). Experimentos en ratones Mpges-1-/- en fondo Ldlr-/- han encontrado menos lesión 
y un aumento en la expresión de PGI2 (Wang et al., 2011; Wang et al., 2006). Por otro 
lado, se ha postulado que la expresión de COX-2, según se asocie a mPGES-1 o a 
LPGDS, es vital para la estabilidad de la placa y que está directamente relacionado con 
el riesgo de padecer eventos cardiovasculares, debido a los papeles opuestos de PGE2 
y PGD2 (Cipollone et al., 2004). La PGD2 producida por la acción de LPGDS, es la 
precursora de la 15-dPGJ2. La expresión de este ligando natural de PPARγ ha sido 
descrita en placas de ateroma humanas junto a COX-2 (Shibata et al., 2002). Se le han 
atribuido acciones antiinflamatorias, por la acción que juegan los PPAR en la regulación 
del flujo de colesterol y la inflamación solos o a través de LXR (liver X receptors). La 
ausencia de la expresión de algún miembro de la familia de los PPAR, incrementa el 
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tamaño de las lesiones ateroscleróticas (Li et al., 2004). De igual manera, el uso de 
ligandos de LXR evita el desarrollo de aterosclerosis en ratón (Joseph et al., 2002). 
 
Diversos estudios han relacionado las acciones de ciertos prostanoides con la 
regulación de entrada y salida del colesterol en macrófagos, mediante la activación los 
PPAR (Bujold et al., 2009). El grupo de A.B Reiss, ha estudiado la implicación de COX-2 
en la formación de células espumosas. Sus resultados, en experimentos in vitro en 
células THP-1, apuntan a que COX-2 participa en el mantenimiento homeostático de 
este flujo y que su inhibición provoca un aumento de CD36, una disminución de la 
expresión de la colesterol 27-hidroxilasa y de ABCA1, produciendo un aumento en la 
formación de células espumosas (Anwar et al., 2011; Chan et al., 2007). 
 
6.1. Papel de COX-2 en la aterosclerosis. 
Si bien parece claro que el balance de prostanoides puede jugar un papel 
esencial en el progreso de la enfermedad aterosclerótica, los estudios realizados para 
determinar las acciones de la COX-2 en aterosclerosis, muestran resultados 
contradictorios. Los efectos adversos provocados por los coxibs, favorecieron el 
desarrollo de muchos ensayos en modelos de ratones Apoe-/- y Ldlr-/- usando inhibidores 
selectivos de COX-2. Burleigh et al., en estudios realizados con ratones Apoe-/- y Ldlr-/- 
sometidos a dieta rica en grasa, obtuvieron una disminución en el tamaño de las 
lesiones con la administración de celecoxib o indometacina. En trabajos en los que se 
trasplantan células de hígado fetal de ratones Cox-2-/- en animales Ldlr-/- alimentados 
con dieta rica en grasa se observó una disminución de las lesiones respecto a ratones 
trasplantados con células Cox-2+/+ (Burleigh et al., 2002; Burleigh et al., 2005). Otras 
publicaciones, también han descrito un papel proaterogénico de COX-2 (Jacob et al., 
2008; Metzner et al., 2007). Por otro lado, existen estudios que contradicen lo anterior. 
Algunos de éstos, mediante el uso de inhibidores de este enzima, tanto en Ldlr-/- como 
en Apoe-/-, concluyen que COX-2 no afecta al desarrollo de la aterosclerosis, (Bea et al., 
2003; Belton et al., 2003; Olesen et al., 2002; Praticò et al., 2001). Más recientemente, 
Narashima et al. empleando un modelo de ratón COX-2 silenciado en la línea mieloide 
(Cox-2-M/-M) con una base Apoe-/-, tampoco encuentra cambios en el desarrollo de la 
aterosclerosis (Narasimha et al., 2010). Por otro lado, existen estudios que apuestan por 
un papel antiaterogénico de la COX-2, de tal forma que se observa un aumento de la 
lesión cuando se inhibe COX-2 en un modelo Apoe-/- (Rott et al., 2003). En ratones Cox-
2-/- en un fondo mixto 129/C57BL6/J alimentados con dieta grasa, se ha descrito un 
papel antiaterogénico para COX-2, de tal forma que las lesiones fueron mayores en 
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ausencia de ésta, con un aumento de colesterol y de citoquinas proinflamatorias en los 
ratones deficientes en COX-2 (Narasimha et al., 2007). Por último, Yi et al, han descrito 
un aumento en las lesiones ateroscleróticas en un modelo de ratón en el que se silencia 
genéticamente COX-2 de manera postnatal en un modelo Apoe-/- (Yu et al., 2012).  
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Los objetivos planteados en esta tesis doctoral tienen como antecedentes 
diversos estudios que muestran la participación de los prostanoides en el proceso 
inflamatorio, con  un papel esencial en múltiples patologías que cursan con un 
componente inflamatorio, entre las que se encuentran enfermedades cardiovasculares 
como la aterosclerosis. Por su parte, la activación de los macrófagos en el foco 
inflamatorio por distintos estímulos constituye un elemento clave en el progreso de la 
inflamación, contribuyendo a la producción de diversos mediadores inflamatorios entre 
los que se encuentran los prostanoides generados tras la acción de la COX-2. 
 
De tal forma, el estudio de los estímulos que participan en la activación de 
macrófagos y en la regulación de la expresión de genes inflamatorios como la COX-2, 
resulta de gran interés para obtener nuevas evidencias sobre la participación de estos 
agentes en el proceso inflamatorio. Por otro lado, si bien diversos trabajos apuntan un 
papel esencial de los prostanoides y la COX-2 en la enfermedad vascular, no se conoce 
con claridad su contribución en el desarrollo de la aterosclerosis, existiendo estudios 
que describen tanto acciones beneficiosas como perjudiciales de éstos.  
 
En base a estos antecedentes, los objetivos esenciales de esta tesis doctoral 
han sido: 
 
1. Estudiar el efecto del Ca2+ intracelular en la regulación de la expresión de la 
ciclooxigenasa 2 y de genes implicados en el proceso inflamatorio y determinar 
las vías de señalización implicadas.  
 
2. Analizar el papel de la ciclooxigenasa 2 en la aterosclerosis mediante el análisis 
de diversos parámetros esenciales en el desarrollo de esta enfermedad en 
ratones Cox-2-/-/Apoe-/-. 
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I. MATERIALES  
 
1. Modelos animales.  
• Ratones Cox-2-/-. Ratones B6;129S7-Ptgs2tm1Jed/J procedentes de The Jackson 
Laboratory. La generación de estos animales se realizó mediante la sustitución de 
un fragmento de 1,8 kb, conteniendo el exón 1 del gen, por el gen para la 
Neomicina, impidiendo la correcta transcripción del gen de la Cox-2. Fondo 
genético 129SV/C57BL6 (Dinchuk et al., 1995).  
• Ratones Apoe-/-. Ratones C57/6J-Apoetm1Unc/J adquiridos en The Jackson 
Laboratory. Modelo de ratón hipercolesterolémico debido a la ausencia de la 
apolipoproteína E (apoE). Adecuado para el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares. Generan aterosclerosis con la edad, proceso que puede ser 
acelerado con dieta aterogénica. Fondo genético C57BL/6 (Piedrahita et al., 1992) 
• Ratones Cox-2-/-/Apoe-/-. Generados en nuestro grupo, según se describe en el 
apartado de “Métodos”, mediante el cruce de las cepas B6;129S7-Ptgs2
tm1Jed
/J  y 
C57/6J-Apoe
tm1Unc
/J para el estudio del desarrollo de la aterosclerosis en ausencia 
de COX-2.  
• Ratones controles (silvestres). Animales de fondo genético C57BL/6 y 
129SV/C57BL6 se usaron como controles de los ratones Apoe-/- y Cox-2-/-, 
respectivamente. Como controles de los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- se emplearon sus 
hermanos de camada Cox-2+/+/Apoe-/-. 
 
Estos animales han estado estabulados en el animalario del CBMSO, con nº de 
registro 28079-19A, el cual cuenta con un nivel de contención y bioseguridad adecuado 
de acuerdo a la legislación vigente. Todos ellos se mantuvieron alimentados a libre 
acceso, con ciclos de 12 horas de luz y oscuridad en al animalario. Los procedimientos 
realizados cuentan con el visto bueno del responsable de bienestar animal del CBMSO 
y la aprobación del comité de ética para la investigación de la Universidad Autónoma 
de Madrid. Los investigadores responsables del proyecto y directores de la tesis 
doctoral, Dres. Manuel Fresno y Miguel A. Íñiguez, disponen de la certificación 
oportuna para la experimentación animal en las categorías B y C. En cuanto a la 
doctoranda, también cuenta con experiencia en manipulación de animales habiendo 
realizado el “Curso de capacitación para experimentación animal (categoría B)” 
acreditado por la Comunidad de Madrid, y organizado por el Gabinete Veterinario de la 
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UAM y los Vicedecanatos de Investigación de las Facultades de Ciencias y Medicina 
de la UAM, a finales de 2009. 
 
1.1. Generación de ratones Cox-2-/-/Apoe-/-. 
 
Esta línea de ratones se obtuvo mediante el cruce de ratones de las cepas Apoe-
/- y Cox-2-/- , obtenidas de The Jackson Lab. Dado que las hembras Cox-2-/- son 
estériles, para la generación del modelo se realizaron cruce de machos Cox-2-/- (Apoe+/+) 
con hembras Apoe-/- (Cox-2+/+), así como machos Apoe-/- (Cox-2+/+) con hembras Cox-2+/- 
(Apoe+/+) con el fin de asegurar la obtención de crías Cox-2+/-/Apoe+/- y Cox-2+/+/Apoe+/- 
en las camadas. El cruce de machos y hembras Cox-2+/-/Apoe+/- permitió generar 
animales Cox-2+/-/Apoe-/-, que se cruzaron entre sí durante al menos 4 generaciones 
para asentar el silenciamiento del gen Apoe y obtener diferentes combinaciones de 
genotipo para el gen Cox-2 (Cox-2+/+/Apoe-/-, Cox-2+/-/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/-. Para los 
diferentes ensayos realizados se utilizaron ratones Cox-2-/-/Apoe-/- y Cox-2+/+/Apoe-/- de 
los obtenidos en las diferentes camadas. 
 
El genotipado de los ratones se realizó mediante PCR de ADN genómico 
obtenido tras el procesamiento de tejido obtenido de las colas con el kit Maxwell® 16 
mouse DNA tail purification kit (Promega) según las instrucciones del fabricante.  Los 
oligonucleótidos utilizados para el genotipado del alelo Cox-2 fueron el 677 (5’-
GTTCACAATGTTCCAGACTCC-3’ exón3 de Cox-2), 345 (5’-
GTGAACTATGAAGTTAGGTCCTCTG-3’ Intrón 2-entre exón1 y 2- de Cox-2) y el Neoas 
(5’-CGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTG-3’ amplifica gen de la Neomicina, empleado para 
sustituir el de Cox-2 en los ratones mutantes) para el alelo Cox-2. De esta manera, la 
combinación de Neoas+677 amplificarían un fragmento de 677 pb del alelo mutante, la 
de 345+677 un fragmento de 580 pb del alelo silvestre. La determinación de los ratones 
Cox-2+/- se determinaría por la aparición de ambas bandas. Para el alelo Apoe fueron el 
0IMR0180-(5’-GCCTAGCCGAGGGAGAGCCG-3’ secuencia común), 0IMR0181 (5’-
TGTGACTTGGGAGCTCTGCAGC-3’ secuencia reversa silvestre) y el 0IMR0182 (5’-
GCCGCCCCGACTGCATCT-3’ secuencia reversa mutante). Así, se espera una banda 
de 245 pb en los ratones Apoe-/-, una de 155 pb y otra de 245 pb para los ratones 
Apoe+/- y una de 155 pb para Apoe+/+ (Figura a). 
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2. Cultivos celulares 
 
2.1. Líneas celulares.  
 
• Líneas celulares de macrófagos de ratón RAW 264.7 y J774. 
Ambas líneas celulares se obtuvieron en origen de la American Type Culture 
Collection (ATCC, Rockville, MD). Las células se cultivaron a 37ºC en atmósfera 
controlada con un 97% de humedad relativa y 7% de CO2,  en medio RPMI 1640 
completo (Invitrogen Life Technologies) conteniendo 2 mM L-glutamina, 0,1 mM de 
aminoácidos no esenciales, gentamicina (1000 U/ml), penicilina (100 U/ml) y 
estreptomicina (100 μg/ml) suplementado con un 5% de suero fetal bovino (SFB, 
BioWithaker). Los tratamientos de las células con diversos agentes pro-inflamatorios 
se realizaron en medio RPMI 1640 completo conteniendo un 2% de FB. La 
incubación de las células con inhibidores de las ciclooxigenasas o con inhibidores de 
señalización intracelular se llevó a cabo 45 minutos antes del tratamiento con el 
estímulo pro-inflamatorio.  
• Línea celular de monocitos humanos THP-1.  
Obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Las 
condiciones de cultivo de esta línea celular fueron las mismas que para las células 
RAW 264.7 o J774. 
 
Figura a. Análisis por PCR del genotipo de los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- .  
El genotipado de los genes Apoe y Cox-2 se realizó mediante PCR de ADN genómico obtenido 
de las colas de los ratones, usando oligonucleótidos específicos. A la izquierda se muestra el 
genotipado para el alelo Apoe donde, en orden, encontramos las bandas correspondientes a 
Apoe-/-, Apoe+/- y Apoe+/+. A la derecha, se muestra el genotipado para Cox-2, mostrando de 
izquierda a derecha, las bandas resultantes para Cox-2-/-, Cox-2+/- y Cox-2+/+.  
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• Línea celular de fibroblastos de ratón L929. 
Mantenida en medio DMEM completo suplementado con 10% SFB a 37ºC y 
atmósfera controlada con un 97% de humedad relativa y 7% de CO2. Esta línea 
celular secreta al medio M-CSF, de modo que el sobrenadante de cultivo (LCM) se 
utiliza para la diferenciación de macrófagos derivados de médula ósea. Para la 
obtención del LCM, se sembraron 500.000 células en 50 ml de DMEM 10% en 
botellas de cultivo de 75 cm2. A los 7 días de cultivo se recogió el medio, se 
centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos. Tras filtrado a través de un filtro de 0.45 
µm se congeló a -20ºC hasta su uso. 
 
2.2. Cultivos primarios.  
 
• Macrófagos peritoneales.  
Para la obtención de macrófagos peritoneales, se inyectó 1 ml de tioglicolato 
(10% p/v, DIFCO) en la cavidad peritoneal de cada ratón. Al cabo de 4 días, los 
ratones se sacrificaron por inhalación de CO2 y se extrajeron las distintas 
poblaciones celulares mediante lavado peritoneal con 10 ml de PBS frío. Se 
lisaron los hematíes con 2 ml de tampón de lisis durante 2 minutos en hielo. Para 
la purificación de los macrófagos adherentes, la mezcla heterogénea de células 
peritoneales se mantuvo en placas de cultivo durante al menos 2 horas, y 
después se retiraron las células no adheridas mediante lavados con PBS. Más 
de un 90 % de las células adheridas fueron identificadas como macrófagos, los 
cuales se mantuvieron en cultivo a 37º C en medio RPMI 1640 completo 
suplementado con un 5% de SFB.  
• Macrófagos residentes. 
Para la extracción de macrófagos residentes, los ratones se sacrificaron por 
inhalación de CO2 y se extrajeron las distintas poblaciones mediante lavado 
peritoneal con 10 ml de PBS frío. Después se procedió del mismo modo que 
para los macrófagos peritoneales, descrito anteriormente.   
• Macrófagos derivados de médula ósea.  
Los ratones fueron sacrificados mediante inhalación de CO2. La médula ósea de 
los ratones se extrajo mediante el lavado del canal medular del fémur y de la 
tibia con PBS frío. De la suspensión celular obtenida se lisaron los hematíes con 
2 ml de tampón de lisis durante 2 minutos en hielo y se mantuvo a 37ºC en 
medio DMEM completo con un 10 % de SFB en placas de cultivo. Para la 
diferenciación de las células obtenidas a macrófagos, el medio se suplementó 
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con un 10% del sobrenadante de cultivo de células L929 (LCM) durante 7 días, 
cambiando el medio los días 3 y 6.  
 
3. Soluciones, anticuerpos y reactivos. 
 
3.1. Tampones, medios de cultivo y tinciones. 
 
Nombre Composición 
PBS NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, PO4HNa212H20 8 mM, PO4H2K 1.5 
mM 
TBS 5M NaCl, 1M Tris pH 7.6 
TBS-T TBS, 0.1% Tween 20 
Tampón lisis 
hematíes 
NH4Cl, HKCO3, EDTA 0.1 M, pH 7.4 
Tampón lisis 
proteínas Igepal 
(extractos totales) 
50 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Igepal-
CA 630, 1 mM phenyl-methylsulphonyl fluoride (PMSF), 5 μg/ml 
leupeptina, aprotinina y pepstatina 
Tampón A (ext. 
citosólicos y 
nucleares) 
HEPES 10 mM pH 7.6, KCl 10 mM, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 
mM, espermidina 0,75 mM, espermina 0,15 mM, DTT 1 mM, 
PMSF 0,5 mM, Na2MoO4 10 mM y 5 μg/ml de cada uno de los 
inhibidores de proteasas: aprotinina, leupeptina y pepstatina 
Tampón C (ext. 
citosólicos y 
nucleares) 
HEPES 20 mM pH 7.6, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 
DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM, Na2MoO4 10 mM y 5 μg/ml de cada 
uno de los inhibidores de proteasas: aprotinina, leupeptina y 
pepstatina 
Tampón de unión al 
ADN 
polivinil etanol 2%, glicerol 2,5%, Tris pH 8 10 mM, EDTA 0,5 
mM, DTT 0,5 mM 
Medio HBSS Hank’s balanced salt solution con 20 µM de HEPES, Ca2+, Mg2+ 
RPMI 1640 
completo 
medio RPMI suplementado con 100 µg/ml estreptomicina, 100 
U/ml penicilina, 1000 U/ml gentamicina, 2 mM L-glutamina y 
aminoácidos no esenciales 
DMEM completo medio DMEM suplementado con  100 µg/ml estreptomicina, 100 
U/ml penicilina, 1000 U/ml gentamicina, 2 mM L-glutamina y 
aminoácidos no esenciales 
Oil Red O (cortes y 
células espumosas) 
Oil Red O (0,5% peso/volumen), Propilenglicol (100%). 26079-
15- Electron Microscopy Sciences 
Oil Red O (en face)  0,07 g Oil Red O (O0625-Sigma), 25 ml Metanol, 10 ml NaOH 
1M 
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3.2. Anticuerpos.  
 
Especificidad Características-Aplicación/Referencia Origen 
Cox-1 Ratón Ac. Monoclonal-Western Blot (ALX-804-030) Alexis 
Biochemicals 
Cox-2 
Humano 
Ac. Monoclonal- Western Blot (ALX-804-112) Alexis 
Biochemicals 
Cox-2 Ratón Ac. Monoclonal Purificado- Western Blot 
(610203) 
BD Transduction 
Cox-2 Ratón Ac. Policlonal- Inmunohistoquímica e 
Inmunofluosrecencia (160106) 
Cayman Chemical
Cox-2 Ratón Ac. Policlonal hecho en conejo (160106)-
Inmunohistoquímica 
Cayman 
FP Ratón y 
Humano 
Ac. Policlonal- Western Blot (101802) Cayman Chemical
IgG Cabra Ac. Acoplado a peroxidasa hecho en Conejo (A 
5420)- Western Blot 
Sigma-Aldrich 
IgG Conejo Ac. Acoplado a peroxidasa hecho en Cabra 
(1858415)- Western Blot 
Pierce 
IgG Conejo Ac. Acoplado a Alexa 488 hecho en burro (A-
21206)- Inmunofluorescencia 
Invitrogen 
IgG Ratón Ac. Acoplado a peroxidasa  hecho en Cabra 
(1858413)- Western Blot 
Pierce 
IgG-B Ac. Secundario para Mac-3. Hecho en cabra (sc-
2041)-Inmunohistoquímica 
Santa Cruz 
IL-6 Ratón Ac. Policlonal- Western Blot (sc-1265-R) Santa Cruz 
iNOS Ratón Ac. Policlonal- Western Blot (sc-650) Santa Cruz 
IκBα Ratón Ac. Monoclonal- Western Blot (4814)  Cell Signaling 
Mac-3 Ratón Ac. Monoclonal hecho en rata (sc-19991)-
Inmunohistoquímica 
Santa Cruz 
mPGES-1 
Ratón 
Ac. Policlonal- Inmunohistoquímica e 
Inmunofluorescencia (160140) 
Cayman Chemical
NFATc2 
Ratón 
Ac. Policlonal hecho en conejo- Western Blot 
(672) 
Dr. J.M. Redondo 
pIκBα Ratón Ac. Monoclonal- Western Blot (9246) Cell Signaling 
RCAN1.4 
Ratón 
Ac. Policlonal- Western Blot (D6694) Sigma-Aldrich 
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α-actina 
músculo liso 
Ratón 
Ac. Monoclonal hecho en ratón acoplado a 
fosfatasa alcalina. Detecta células musculares 
lisas (A5691)-Inmunohistoquímica 
Sigma-Aldrich 
β-actina 
Ratón y 
Humano 
Ac. Policlonal- Western Blot (sc-1616) Santa Cruz 
 
3.3. Reactivos.  
 
Nombre Características/Referencia Origen 
acLDL LDLs acetiladas (L3486) Invitrogen 
acLDL fluorescentes LDLs acetiladas y acopladas a Alexa Fluor 
488 (L23380) 
Invitrogen 
Ang II Angiotensina II humana (A9525) Sigma-Aldrich 
ApoA-I Apolipoproteína A-I (178452) Calbiochem 
Avidin/Biotin Blocking 
Kit 
Kit de bloqueo Avidina/Biotina para 
inmunohistoquímica (SP-2001) 
Vector Labs 
CAY10470 Inhibidor de la activación de NF-kB 
(10006734) 
Cayman 
Chemical 
CBA Cytometric Bead Array (552364) BD Biosciences 
Celecoxib Inhibidor de Cox-2 Lab. Esteve 
colesterol-[3H] Colesterol conjugado con tritio 
(NET139259UC) 
Perkin Elmer 
CsA Ciclosporina A. Inhibidor de calcineurina 
(239835) 
Calbiochem 
DAB Diamino-bencidina (BUF021A) AbD Serotec 
dAMPc Dibutiril-AMP cíclico (D-0260) Sigma-Aldrich 
DAPI Marcador nuclear (268298)- 
Inmunofluorescencia 
Merck 
Dieta aterogénica Dieta rica en grasa suplementada con 
7,5g/kg colesterol. Ssniff EF M. 
Ssniff  
Elite vectastain ABC 
Kit 
Kit de inmunohistoquímica (PK-6100) Vector Labs 
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End I Endotelina I humana (E7764) Sigma-Aldrich 
Eukitt Medio de montaje no acuoso (03989) Sigma-Aldrich 
Fast Red Fast Red TR/Naphthol AS-MX Phosphate 
(F4523) 
Sigma-Aldrich 
Fluprostenol Agonista del receptor FP (16768) Cayman 
Chemical 
Formalina neutra 
tamponada 10% 
Solución para fijación (HT501128) Sigma-Aldrich 
Glicerol-Gelatina Medio de montaje acuoso (GG1) Sigma-Aldrich 
HDL Colesterol HDL (437641) Calbiochem 
Ionóforo A23187 Ionóforo de Calcio (C7522) Sigma-Aldrich 
Ionomicina Ionomicina de Calcio de S.conglobatus 
(I0634) 
Sigma-Aldrich 
JetPrime  Reactivo de transfección (114-15) Polyplus 
transfection 
LPS Lipopolisacárido de E.coli (L8274) Sigma-Aldrich 
PGE2 Prostaglandina E2 (14010) Cayman 
Chemical 
PGE2 EIA Kit Kit de medición de PGE2 (514010) Cayman 
Chemical 
PGF2α Prostaglandina F2α  (16010)   Cayman 
Chemical 
PMA Éster de forbol (P1585) Sigma-Aldrich 
SuperSignal 
Substrate Detection 
System 
Kit de revelado para Western Blot (34076) Pierce 
Tioglicolato 211716 BD Biosciences 
TO901317 Agonista LXR (G6295) Sigma-Aldrich 
TRIZOL Extracción de ARN (15596-018) Invitrogen 
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4. Oligonucleótidos. 
 
4.1. PCR convencional. 
 
Nombre Secuencia (5’-3’) Origen 
Cox-2 sense (r) TTCAAAAGAAGTGCTGGAAAAGGT Sigma-Aldrich 
Cox-2 asense (r) GATCATCTCTACCTGAGTGTCTTT Sigma- Aldrich 
β-actina sense (r) CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC Invitrogen 
β-actina sense (r) GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA Invitrogen 
Cox-2 sense (h) TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT Invitrogen 
Cox-2 asense (h) AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT Invitrogen 
GAPDH sense (h) CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA Invitrogen 
GAPDH asense 
(h) 
TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC Invitrogen 
 
(h) humano; (r) ratón 
 
 
4.2. PCR cuantitativa. 
 
Nombre Referencia Origen 
18S Hs99999901_s1 Applied Biosystems 
ABCA1 (r) Mm01350760_m1 Applied Biosystems 
ABCG1 (r) Mm0134820_m1 Applied Biosystems 
apoE (r) Mm00432403_m1 Applied Biosystems 
CD11c (r) Mm00498698_m1 Applied Biosystems 
CD4 (r) Mm00442754_m1 Applied Biosystems 
CD68 (r) Mm00839636_m1 Applied Biosystems 
CD8 (r) Mm01182107_g1 Applied Biosystems 
Cox-2 (h) Hs00153133_m1 Applied Biosystems 
Cox-2 (r) Mm00478374_m1 Applied Biosystems 
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Foxp3 (r) Mm00475156_m1 Applied Biosystems 
IFNγ (r) Mm00801778_m1 Applied Biosystems 
IL-2 (r) Mm00434256_m1 Applied Biosystems 
IL-6 (r) Mm00446190_m1 Applied Biosystems 
iNOS (r) Mm 00440485_m1 Applied Biosystems 
LDLr (r) Mm00440169_m1 Applied Biosystems 
LXRα (r) Mm0043451_m1 Applied Biosystems 
MCP-1 (r) Mm99999056_m1 Applied Biosystems 
mPGES-1 (h) Hs00610420_m1 Applied Biosystems 
mPGES-1 (r) Mm00477214_m1 Applied Biosystems 
PPARγ (r) Mm01184322_m1 Applied Biosystems 
SR-A (r) Mm00446214_m1 Applied Biosystems 
TNFα (r) Mm00443258_m1 Applied Biosystems 
β-actina Mm00607939_s1 Applied Biosystems 
 
 
5. Plásmidos. 
 
5.1. Plásmidos reporteros.  
 
- Cox2-luc (pPGHS-2 Medium): Contiene el promotor básico desde la región -2100 a la 
+88 desde el origen de transcripción del gen Cox-2 de ratón en el plásmido pxP2.  Dr. S. 
Vogel (Maryland, Baltimore, USA) (Vogel et al., 2000) 
 
- NFAT-luc: Contiene tres copias en tándem de la secuencia correspondiente al sitio 
distal de unión de NFAT al promotor de IL-2 (elemento ARRE2) fusionado al promotor 
mínimo (-72/+47) del gen IL-2 (Durand et al., 1988). Este plásmido nos fue amablemente 
cedido por el Dr. G.R. Crabtree (Universidad de Stanford, Estados Unidos). 
 
- pGAL4 5x luc: Incluye cinco repeticiones de la secuencia de reconocimiento por el 
dominio de unión al ADN de la proteína de levadura GAL4 en la región reguladora previa 
al gen de la luciferasa (Minden et al., 1995). 
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5.2. Plásmidos de expresión.  
 
- pcDNA3: vector de clonaje para la expresión de proteínas en eucariotas bajo la 
regulación del promotor del citomegalovirus (CMV) (Invitrogen). 
 
- pSVL/FLAG-hFP-R: plásmido de expresión de hFP-Flag (proteína de fusión entre el 
epítopo Flag y el receptor FP de humano) (Neuschäfer-Rube et al., 2003). Este plásmido 
nos fue cedido por el Dr. F. Neuschäfer-Rube (Universidad de Potsdam, Alemania). 
 
- NFATDN: expresa una forma truncada de NFATc1 que actúa como dominante 
negativo de la activación de proteínas NFAT, interfiriendo con su paso al núcleo 
(pSH102CΔ418). Cedido por el Dr. G. Crabtree (Northrop et al., 1994).  
- pGAL4-h-NFATc2 (1-415): expresa una proteína quimérica formada por el dominio 
transactivador amino terminal (del aa 1 al 415) de NFATc2 humano, fusionado al 
dominio de unión al ADN de la proteína GAL4 (de Gregorio et al., 2001). 
 
II. MÉTODOS.  
 
17. Transfección transitoria y actividad luciferasa.  
 
La actividad transcripcional de las distintas secuencias promotoras acopladas al 
gen de la luciferasa, se analizó mediante transfección transitoria en células RAW 264.7 
de los plásmidos correspondientes con el reactivo jetPRIMETM (Polyplus transfection) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se transfectaron con cantidades 
variables de ADN, entre 0,5 y 1 µg por 500.000 células, para lo cual se utilizaron 2,25 μl 
de jetPRIME.  
Las células se incubaron con la mezcla ADN-jetPRIME durante 4 horas, en medio RPMI 
0,5% SFB sin antibióticos y a 37ºC. Tras este tiempo, las células se trataron con los 
diferentes estímulos en RPMI 2% SFB sin antibióticos durante 6 o 18h, y se lisaron con 
40 μl de tampón de lisis comercial (Luciferase Assay System, Promega). La actividad 
luciferasa de la muestra se determinó en un luminómetro “Monolight 2010” (Analytical 
Luminiscence Laboratory) tras la incubación de 20 μl de lisado con luciferina. Los 
valores obtenidos fueron normalizados con respecto a la cantidad de proteína presente 
en los lisados celulares determinada mediante un ensayo BCA (PIERCE). Todos los 
experimentos de transfección se realizaron al menos tres veces, realizándose triplicados 
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de cada punto experimental en cada uno de ellos. Los resultados son presentados como 
Veces de Inducción (RLUs
muestra 
/ RLUs
basal
).  
 
18. Análisis de la expresión génica mediante RT-PCR.  
 
El aislamiento del ARN total de las células de cultivos primarios y de tejidos se 
realizó utilizando el reactivo TRIZOL (Invitrogen), mientras que para la extracción de 
ARN total de células RAW 264.7 y THP-1 se empleó el Kit Absolutely RNA Miniprep Kit 
(Stratagene), en ambos casos siguiendo las instrucciones del proveedor. La obtención 
de ADNc se realizó por transcripción reversa a partir de 1 μg de ARN total (MuLV 
Reverse Transcriptase, Roche). Este ADNc se sometió a amplificación por medio de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (AmpliTaq DNA Polimerase, Roche), 
usando oligonucleótidos específicos anteriormente descritos. Las muestras se 
amplificaron durante 30-35 ciclos, según el gen a analizar, que consistían en: 45 
segundos de desnaturalización a 94ºC, 45 segundos de anillamiento a 55-65ºC y 45 
segundos de amplificación a 72ºC. El producto de la PCR se visualizó mediante su 
separación en geles de agarosa al 1,5% y tinción con bromuro de etidio.  
 
Para el análisis de la actividad transcripcional mediante RT-PCR cuantitativa a 
tiempo real, el ARNm se retrotranscribió mediante la utilización del kit High Capacity 
cDNA Archive Kit  (Applied Biosystems), y se amplificó usando el kit Taqman Universal 
PCR Master Mix con sondas Taqman MGB gen-específicas en un aparato de PCR “ABI 
PRISM 7900HT” (Applied Biosystems). La cuantificación de la expresión de ARNm se 
realizó comparando el ciclo umbral de expresión (ΔΔCt) de las muestras con respecto al 
basal, siguiendo las instrucciones del fabricante (SDS 2.1 software, Applied 
Biosystems). Todas las muestras fueron ensayadas por triplicado y normalizadas por la 
expresión de los genes endógenos 18S, β-actina o GAPDH. En las gráficas los datos 
están expresados en forma de RQ o Log RQ (Relative quantification).  
 
 El análisis de actividad transcripcional mediante array se realizó empleando una 
tarjeta Taqman de baja densidad (TLDA) de Applied Biosystems. Esta tarjeta fue 
diseñada para analizar mediante RT-PCR cuantitativa hasta 96 genes. La relación de 
genes analizados se encuentra en el apartado de “Material suplementario” de esta tesis. 
La cuantificación de la expresión de ARNm se realizó en las instalaciones del Parque 
Científico de Cantoblanco por el servicio de genómica. El análisis de los resultados se 
llevó a cabo mediante el software RT2 profiler PCR Array Data Analisis version 3.5.  
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19. Inmunodetección de proteínas (Western Blot).  
 
La obtención de extractos celulares totales se realizó mediante la lisis de las 
células en tampón Igepal frío. Para la obtención de los extractos en los cuales se analizó 
la fosforilación de proteínas, se añadieron inhibidores de fosfatasas al tampón de lisis 
(Na
3
VO
4
, 1 mM, y NaF, 1 mM). Las células se incubaron durante 30 minutos a 4ºC, tras 
lo cual se obtuvieron los extractos proteicos totales por centrifugación. La cantidad total 
de proteína en la muestra se determinó mediante un ensayo BCA (PIERCE). De cada 
muestra, se tomaron 20-30 μg de proteína a los que se añadió tampón de carga a un 
volumen equivalente (2% SDS, 10% glicerol, 62.5 mM Tris-HCL pH 6.7, 5% 2-
mercaptoetanol, 0.01% azul de bromofenol), se hirvieron durante 5 minutos y se 
resolvieron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Tras la electroforesis, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Trans-
blot transfer medium (BioRad) en cámara húmeda con Tris-glicina 20% (v/v) metanol. 
Esta membrana se bloqueó en una solución de TBS-T con leche desnatada en polvo al 
5% durante 1 hora a temperatura ambiente, tras lo cual, se incubó con el anticuerpo 
primario, a la dilución indicada por el fabricante o determinada empíricamente en el 
laboratorio, durante 18 horas a 4ºC en solución de bloqueo. Después, se lavó la 
membrana con TBS-T y se incubó en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente 
con el anticuerpo secundario específico acoplado a peroxidasa, diluido 1/1000 en 
solución de bloqueo. Tras dos lavados con TBS-T y uno con TBS, las bandas se 
visualizaron mediante el método de quimioluminiscencia SuperSignal Substrate 
Detection System (Pierce) y exposición de películas autorradiográficas. Posteriormente, 
las bandas obtenidas se densitometraron en un “GS-800 Calibrated Densitometer” (BIO-
RAD) con el programa Quantity One 4.6.3.  
 
20. Obtención de extractos citosólicos y nucleares.  
 
El análisis mediante Western Blot de la expresión de los diferentes NFATs, así 
como la realización de ensayos de retardo de la movilidad electroforética, requirió el 
aislamiento de las fracciones citosólicas y nucleares de células RAW 264.7. Las células 
se lisaron en tampón A frío durante 15 minutos a 4º C. Posteriormente, se añadió a la 
muestra 25 µl de Igepal al 10%, se agitó y se centrifugó a 3000 rpm durante 20 minutos 
a 4º C. El sobrenadante se recuperó como extractos citosólicos, mientras que el 
precipitado, constituido por los núcleos celulares, fue lisado en 50 µl de tampón C 
durante 20 minutos, a 4º C y en agitación continua. La fracción nuclear se obtuvo tras la 
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posterior centrifugación a 14000 rpm, durante 10 minutos y a 4ºC. La cuantificación de 
proteína en ambos extractos fue determinada mediante el método de Bradford (Bio-
Rad). 
 
21. Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA).  
 
Los extractos nucleares (5 μg) se incubaron con 1 μg de poli (dI-dC) en tampón 
de unión a ADN, durante 10 min a 4ºC. A esta mezcla se añadieron 50.000 cpm del 
oligonucleótido de doble cadena marcado con 32P y se incubó durante 40 minutos a 
temperatura ambiente. En los experimentos de competición, se añadió a la mezcla de 
reacción una concentración del oligonucleótido sin marcar radiactivamente 50 veces 
superior a la del oligonucleótido marcado. Los complejos ADN-proteína se resolvieron 
por electroforesis en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 4,5% en 0,4x Tris-
Borato-EDTA (TBE) durante 3 horas a 200 voltios. Posteriormente fueron secados al 
vacío a 80ºC, revelados por autorradiografía y las bandas fueron cuantificadas en un 
bioanalizador Fosforimager FUJIFILM BAS 1500.  Para la generación del oligonucleótido 
de doble hebra que contiene el elemento de respuesta a estudiar, los oligonucleótidos 
de hebra simple correspondientes se anillaron durante 10 minutos a 65ºC, seguido de 
una incubación durante dos horas a temperatura ambiente. El marcaje del 
oligonucleótido de doble hebra (sonda), se realizo con γ-32P dATP utilizando la T4 
polinucleótido quinasa. La sonda marcada se purificó mediante la utilización de 
columnas Sephadex G25, equilibradas previamente con tampón Tris-EDTA (TE).Las 
secuencias (5’-3’) de los oligonucleótidos utilizados fueron: 5´-
gatcGGAGGAAAAACTGTTTCATACAGAAGGCGT-3´ y el correspondiente 
oligonucleótido complementario, correspondientes al sitio NFAT distal del promotor de la 
IL-2 humana. 
 
22. Análisis de la movilización de calcio intracelular. 
 
Las células RAW 264.7 (106 células por punto) se trataron con los diferentes 
estímulos en buffer HBSS (suplementado con Ca2+) y se incubaron con las sondas 
fluorescentes sensibles al Ca2+, Fura Red (10 µM) y Fluo-3 (4 µM) durante 30 minutos 
en oscuridad y agitación. Además de las muestras experimentales, se usaron diferentes 
controles como células sin incubar con las sondas como control negativo y células 
incubadas con Fura Red y Fluo-3 por separado. Una vez cargadas las células con las 
sondas, se dejaron 15 minutos a temperatura ambiente protegidas de la luz. Las 
muestras se analizaron en un citómetro FACS Canto (BD). Justo antes de medir, cada 
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muestra se atemperó 5 minutos en un baño a 37ºC. Cada muestra se pasó por el 
citómetro durante tres minutos en total: durante el primer minuto se pasó la muestra sin 
estímulo alguno y a continuación se añadió el estímulo correspondiente tras lo que se 
miden los cambios de fluorescencia durante 2 minutos. Los resultados se analizaron con 
el programa FlowJo (Tree Star, Inc.). La medida de Ca2+ intracelular se determinó 
mediante el análisis de la relación entre la fluorescencias Fluo-3 (excitación 488nm; 
emisión 530 nm) y Fura-RED (excitación 488nm; emisión 597nm).  
 
23. Inmunofluorescencia. 
 
La localización subcelular de NFATc2 se realizó mediante inmunofluorescencia 
para su posterior análisis mediante microscopía. Las células se crecieron hasta un 50% 
de confluencia sobre cubreobjetos tras lo cual se sometieron a los diferentes 
tratamientos durante el tiempo indicado. Se realizaron lavaron con PBS, tras lo cual las 
células se fijaron y permeabilizaron con metanol absoluto a -10ºC durante 5 minutos. 
Posteriormente, se dejaron secar y se eliminó la autofluorescencia de las células 
mediante la incubación de los cubreobjetos en NH
4
Cl (100 mM) durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Las células se lavaron con PBS y se bloquearon con tampón 
PBS 1% BSA durante 10 minutos. Se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo 
primario NFATc2, para posteriormente, tras varios lavados con PBS, incubarse durante 
1 hora con su correspondiente anticuerpo secundario acoplado a Alexa 488. Para el 
montaje de los cubreobjetos con Mowiol se lavaron las muestras en PBS y agua 
destilada, y se deshidrataron los cubreobjetos con etanol al 70 %. La tinción de los 
núcleos celulares, previa al montaje, se realizó incubando las muestras con DAPI 
(Invitrogen). Las imágenes se capturaron en el microscopio “Confocal Radiance 2000” y 
se analizaron con el software Image J 1.36b (National Institutes of Health, USA).  
 
24. Medición de prostaglandinas.  
 
La cuantificación de la producción de prostaglandinas se realizó mediante 
inmuno-ensayos competitivos PG EIA kit (Cayman Chemical), en sobrenadantes 
recogidos de macrófagos cultivados in vitro, siguiendo las instrucciones del fabricante.  
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25. Generación de aterosclerosis.  
 
Se usaron hembras de 16 semanas de ratones Cox-2-/-/Apoe-/- y Cox-2+/+/Apoe-/- a 
las que se les administró una dieta aterogénica (10,8% grasa total, 0,75% colesterol; 
S8492-E010, Ssniff) durante 5 o 10 semanas. Antes y después del periodo de dieta, se 
extrajo sangre para la obtención de suero y se llevó un control semanal del peso de los 
ratones. Tras finalizar el periodo de dieta, los animales se sacrificaron y se realizó la 
extracción de tejidos. El corazón se utilizó para cortes histológicos mientras que la aorta 
se empleó para extracción de ARN y análisis de las lesiones ateroscleróticas en face. El 
hígado, el bazo y el riñón se congelaron para la posterior extracción de ARN. Los 
macrófagos residentes, derivados de médula ósea y los macrófagos peritoneales se 
utilizaron para ensayos de captación de acLDL, generación de células espumosas, 
experimentos de flujo de colesterol o extracción de ARN y proteína. La localización de 
las zonas de la aorta que se emplearon para el análisis en face y para la realización de 
cortes histológicos y posterior análisis de la lesión, se muestra en la figura b. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura b. Esquema de la ubicación 
de las zonas de la aorta  analizadas.  
En la región del cayado aórtico se 
usaron cortes longitudinales para el 
análisis en face.  La zona de la válvula 
aórtica y la región de la aorta 
ascendente se analizaron mediante la 
realización de cortes histológicos, 
comenzando desde las válvulas, hasta 
llegar a la aorta ascendente en 
secciones seriadas de 7 µm de grosor.  
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26. Análisis de las lesiones ateromatosas en la aorta.  
 
Análisis en face 
 
Se extrajeron aortas hasta su anclaje en el corazón, que fueron perfundidas para 
eliminar restos de sangre, además de proceder a su limpieza de restos de otros tejidos 
bajo lupa (M56 Leica). Las aortas se fijaron en formalina al 10% durante 24h a 4ºC tras 
lo cual se procedió a su tinción con Oil Red O (ORO. O0625 Sigma) durante 1 hora en 
agitación orbital suave. Una vez teñidas, y tras tres lavados en metanol 78%, la aorta se 
conservó en PBS con 1% de azida sódica a 4ºC. Posteriormente se abrió 
longitudinalmente y se fotografió con una cámara acoplada a la lupa (Cámara digital 
réflex EOS 450D Canon) y las imágenes se analizaron con el programa Image J 1.36b 
(National Institutes of Health, USA). Los resultados se expresan como  porcentaje del 
área de la lesión respecto al área total de la aorta. La lesión presente en el cayado 
aórtico y la lesión de la aorta torácica se analizaron por separado. 
 
Tinción de cortes histológicos 
 
Los corazones conteniendo la aorta proximal de los ratones, se embebieron en 
medio de conservación TissueTek (Sakura), y mediante criostato, se obtuvieron 
secciones transversales y seriadas de 7 μm de grosor, empezando desde la zona de 
válvulas aórticas y acabando en el inicio de la aorta ascendente (Figura b). La 
detección de acúmulos lipídicos en ambas regiones se realizó de la siguiente manera: 
los cortes se fijaron con formalina 10% tamponada (Sigma) durante 10 minutos. 
Después de lavar con agua destilada, se introdujeron en propilenglicol 100% (ACROS 
Organics) durante 2 minutos. A continuación se realizó la tinción con Oil Red O (Electron 
Microscopy Sciences) durante 1 hora a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, los 
cortes se introdujeron en propilenglicol 85% agua destilada durante 1 minuto. Se 
realizaron dos lavados con agua destilada y se procedió a la contratinción con 
hematoxilina de Harris diluida en agua (2:1) durante 2 minutos. Los cortes se lavaron 
dos veces en agua y se procedió al montaje en glicerol/gelatina (Sigma). Se tomaron 
fotos de las muestras con una cámara CCD en un microscopio con objetivos de 5 y 10 
aumentos. La cuantificación de la superficie teñida con respecto al total del área 
ocupada por la aorta fue realizada con el software Image J 1.36b (National Institutes of 
Health, USA) en al menos 3 cortes a tres alturas diferentes de cada una de las zonas 
analizadas para cada ratón.  
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27. Inmunohistoquímica.  
 
 
Se emplearon cortes congelados seriados de la zona de válvulas aórticas 
procedentes de ratones Cox-2-/-/Apoe-/-  y Cox-2+/+/Apoe-/- para estudiar la expresión de 
diferentes marcadores. Las secciones se fijaron con acetona y se lavaron con PBS 
antes de incubar con solución de bloqueo (PBS con 10% de suero de caballo o de 
cabra) durante 30 minutos. Tras lavar con PBS, se incubaron con Avidin/Biotin Blocking 
Kit (Vector Laboratories) según instrucciones del fabricante. Las secciones se lavaron 
con PBS y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente 
(anti-COX-2 o anti-mPGES-1) diluido en solución de bloqueo durante 1 hora. A 
continuación se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado 
durante 30 minutos diluido en PBS con 2% de suero de ratón. Tras este tiempo, las 
secciones se volvieron a lavar, se bloqueó la actividad peroxidasa endógena del tejido 
con H
2
O
2 
al 1% en PBS durante 30 minutos y se incubaron con avidina acoplada a 
peroxidasa (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories, Inc) durante otros 30 minutos. El 
revelado de las muestras se realizó con diaminobencidina (DAB) siguiendo las 
instrucciones del kit Peroxidase Substrate DAB kit (Vector Laboratories, Inc). Los 
núcleos celulares se tiñeron con hematoxilina para incrementar el contraste del tejido. 
Los cortes se deshidrataron mediante incubación con porcentajes crecientes de alcohol 
y se montaron con Eukitt. 
 
En el caso de la tinción con el anticuerpo anti-α-actina, al estar conjugado con 
fosfatasa alcalina se procedió directamente con el revelado con Fast Red (Sigma). Los 
cortes se montaron en medio acuoso con glicerol/gelatina. 
 
La detección de los precipitados de DAB o Fast Red, se realizó en un 
microscopio Axioskop 2 plus (Zeiss) acoplado a una cámara CCD (Leica) para la 
captura de imágenes. El procesamiento de las imágenes se realizó con el software 
Image J 1.36b (National Institutes of Health, USA).  
 
28. Ensayo de captación de LDL acetiladas (acLDL). 
 
Los macrófagos residentes o derivados de médula de ratones (800.000 por 
punto) procedentes de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- o Cox-2-/-/Apoe-/- alimentados con dieta 
aterogénica se incubaron con 1 µg/ml de acLDL marcadas con Alexa 488 (Invitrogen) en 
medio RPMI o DMEM completo sin suero durante 2-3 horas, en placas de 6 pocillos. 
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Pasado este tiempo, se recogieron las células, se fijaron en PBS con 1% de 
formaldehido y se analizó la fluorescencia por citometría de flujo. 
 
 
29. Generación de células espumosas.  
 
La generación de células espumosas se llevó a cabo a partir de macrófagos 
residentes procedentes de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- o Cox-2-/-/Apoe-/-, incubados durante 
24h con 25 µg/ml de LDLs acetiladas (Invitrogen). Se usaron 300.000 macrófagos por 
punto sembrados en placas de 24 pocillos en las que previamente se introdujo un 
cubreobjetos circular.  La generación de células espumosas se analizó mediante la 
tinción de lípidos Oil Red O (Electron Microscopy Sciences). Los cubreobjetos se 
montaron en el medio acuoso de glicerol/gelatina sobre portaobjetos para su análisis por 
microscopía y obtención de fotografías. 
 
30. Ensayo de medida de flujo de colesterol. 
 
Los macrófagos peritoneales (80.000 por punto) se incubaron con 0,5 µCi/ml 
colesterol-[3H] en placas p12 o p24 y medio RPMI o DMEM completo con 2% SFB, 
durante 48h a 37ºC y 7% CO2. Después de dos días, se retiró el medio con colesterol 
tritiado y se sustituyó por medio completo sin suero durante 18h. Por último, se cambió 
el medio por medio completo sin suero suplementado al que se le añadieron aceptores 
de colesterol: 10 µg/ml de apoA-I (Calbiochem) o 20 µg/ml  de HDL (Calbiochem). 
Después de 4-6 horas con los aceptores, se recogió el sobrenadante y se midió en un 
contador de centelleo (RACKBETA 1209, Wallac). Las células se recogieron con agua y 
se midió la radiactividad presente en las mismas. Los resultados se expresan como 
porcentaje de flujo de colesterol calculado mediante la siguiente fórmula:  
 
   Cts sobrenadante * FD 
%flujo colesterol =        * 100 
         (Cts sobrenadante * FD) + (Cts células * FD) 
Cts: cuentas 
FD: factor de dilución 
 
A los valores obtenidos se les resta el porcentaje de flujo de colesterol obtenido 
en los pocillos en los que no se añadieron aceptores. 
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31. Medición de colesterol, triglicéridos y citoquinas en suero.  
 
Los niveles de colesterol total, colesterol de baja densidad (LDL) y colesterol de 
alta densidad (HDL), presentes en el suero de ratones Cox-2-/-/Apoe-/- y Cox-2+/+/Apoe-/- 
se midieron con el kit HDL, LDL/VLDL Cholesterol Assay Kit (ab65390 Abcam). Los 
niveles de triglicéridos totales en muestras de suero de los mismos animales se 
realizaron mediante el kit de determinación de triglicéridos de Cayman (10010303). En 
ambos casos se siguieron las instrucciones incluidas en el kit.  
 
La producción de citoquinas en los sueros de los ratones se determinó por 
citometría de flujo mediante un ensayo Cytometric Bead Array (CBA) Mouse/Rat Soluble 
Protein Master Kit (Becton Dickinson) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
32. Análisis estadístico.  
 
Los datos presentados en el apartado “Resultados” están expresados como la 
media ± SD de los resultados obtenidos en muestras ensayadas por duplicado o por 
triplicado. Los datos han sido analizados con el software Graphpad Prism 5. En 
poblaciones múltiples con diferentes medias se analizó la varianza de las mismas 
mediante el test ANOVA de 1 rama o dos, y se compararon las medias mediante el test 
de Bonferroni. Además, se realizó el test t-Student para comparar dos poblaciones entre 
sí. Un valor de p<0.05 se consideró estadísticamente significativo.  
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I.  REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE COX-2 POR CALCIO EN MACRÓFAGOS.  
El ion Ca2+ juega un papel fundamental en numerosos procesos biológicos tanto 
en células animales como en vegetales. El Ca2+ puede actuar sobre las vías de 
transducción de señales en el interior celular gracias a la activación de canales de iones, 
que permiten su entrada, o como un segundo mensajero como resultado de la 
activación de receptores tales como los GPCRs. Como consecuencia, se desencadenan 
numerosas reacciones bioquímicas y respuestas fisiológicas por parte de las células 
(Dedkova EN, 2000), incluyendo la regulación de la transcripción génica a través de sus 
efectos sobre la actividad de factores de transcripción como NF-κB y NFAT (Brown et 
al., 2004). Tanto NF-κB como NFAT, tienen un papel central en la respuesta inmune, 
puesto que regulan la transcripción de genes que codifican para otros factores de 
transcripción, proteínas de señalización, citoquinas, receptores de superficie y otras 
proteínas efectoras. Aunque la regulación de la transcripción génica dependiente de NF-
kB ha sido muy estudiada en macrófagos, no ocurre lo mismo con la dependiente de 
NFAT, si bien trabajos recientes apuntan a un papel de este factor de transcripción en la 
fisiología de células mieloides como macrófagos y células dendríticas (Fric et al., 2012; 
Zanoni y Granucci, 2012).  
Uno de los objetivos de esta tesis ha sido estudiar la influencia del Ca2+ en la 
regulación de la expresión génica en macrófagos, analizando el posible papel de la vía 
de señalización de Ca2+/Cn/NFAT. En primer lugar, se estudió la influencia de esta vía 
de señalización sobre la expresión de COX-2 en macrófagos. Estudios previos de 
nuestro laboratorio han mostrado el papel de la señalización por Ca2+ y la consecuente 
activación de NFAT sobre la regulación de COX-2 en linfocitos T, células endoteliales y 
de carcinoma de colon (Duque et al., 2005; Hernández et al., 2001; Íñiguez et al., 2000). 
Sin embargo, la participación de la señalización por Ca2+ en la regulación de COX-2 en 
macrófagos no ha sido descrita en detalle hasta la fecha.  
4. El incremento del Ca2+ intracelular induce la expresión de COX-2 en 
macrófagos. 
 
La expresión de COX-2 en macrófagos, además de otros tipos celulares, es 
inducida, entre otros estímulos, por agentes proinflamatorios como ésteres de forbol, 
LPS, la IL-1β o el TNFα (Huang et al., 2000; Inoue et al., 1995). En la inducción de 
COX-2 en respuesta a estos estímulos participan diferentes vías de señalización que 
median la activación de diversos factores de transcripción como NF-κB, c/EBP, CREB, 
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NFAT o AP-1 (Iniguez et al., 2000; Kang et al., 2006; Tsatsanis et al., 2006; Wadleigh et 
al., 2000). 
 Con el fin de estudiar la regulación de COX-2 en macrófagos, se trataron las 
células RAW 264.7, línea celular de macrófagos de ratón, con diferentes estímulos. 
Además de activadores conocidos de la expresión de COX-2 en macrófagos como el 
LPS, el PMA y el dbAMPc, se analizó el efecto del incremento de Ca2+ intracelular,  
mediante la utilización de ionóforos de calcio como la ionomicina (Io) y el ionóforo 
A23187 (Ion), sobre los niveles de ARNm de COX-2 por RT-PCR cuantitativa tras 6 
horas o 24 horas de tratamiento. Como se muestra en las gráficas de la figura 1A, el 
tratamiento con LPS produjo una inducción del orden de 40 veces en los niveles de 
ARNm de COX-2 apreciable a las 6 h y que se mantiene tras 24 h de tratamiento. Las 
inducciones por otros agentes inductores de la expresión de COX-2 como el PMA o el 
dAMPc fueron en todo caso menores, y disminuyeron a las 24 h de tratamiento. Por su 
parte, el Ion promovió una fuerte inducción de la expresión de COX-2 evidente a las 6 h 
y que aumentó hasta 70 veces a 24 h. La Io también fue capaz de inducir la expresión 
de COX-2 en estas células, si bien en unos niveles menores (del orden de 5 veces). 
El análisis de los niveles de proteína de COX-2 realizado mediante Western blot, 
confirmó los resultados obtenidos mediante RT-PCR. De tal forma, el LPS produjo una 
inducción notable de la expresión de COX-2 mientras que la inducción en respuesta a 
dAMPc o PMA, aunque evidente, fue sustancialmente menor. Así mismo, los resultados 
del Western blot confirman la capacidad de los ionóforos de calcio para inducir la 
expresión de COX-2 en células RAW 264.7, siendo el Ion mucho más efectivo que la Io, 
tanto a 6 como a 24 h (Figura 1B). El análisis de la inducción de la COX-2 por Ion a 
diferentes tiempos de estimulación puso de manifiesto la inducción temprana de la 
misma, observándose un incremento notable ya a las 3 horas, tanto a nivel de ARNm 
como de proteína (Figura 1C). 
A continuación, se determinó el efecto de los diferentes estímulos en la línea 
celular de monocitos humana THP-1, así como en macrófagos peritoneales de ratón 
obtenidos tras tratamiento con tioglicolato. El análisis de los niveles de ARNm en células 
THP-1 muestra que tanto el LPS, en mayor medida, como el dAMPc o el PMA, fueron 
capaces de promover la inducción de la expresión de COX-2. Destaca la inducción de 
COX-2 en respuesta al tratamiento con Ion, alcanzando unos niveles mucho mayores 
que con el resto de estímulos tanto para el ARNm como para la proteína (Figuras 2A y 
2B). En macrófagos peritoneales de ratón el tratamiento con Ion también produjo un 
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aumento en la expresión de COX-2, aunque menor que el producido por el LPS (Figura 
2C). 
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Figura 1. Inducción de la expresión de COX-2 en células RAW 264.7. 
Las células RAW 264.7 se estimularon durante 6h o 24h con LPS (2 µg/ml), ionomicina (Io) (500 
ng/ml), ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) dbAMPc (100 µM) y PMA (20 ng/ml) (A y B). En C se 
trataron con Ion (0,5 µM) durante 1h, 3h, 6h, 8h, 12h y 24h. A.  Análisis de los niveles de ARNm 
de COX-2 por RT-PCR cuantitativa tras 6h (izquierda) o 24h (derecha) de tratamiento con los 
estímulos indicados. Los resultados se expresan como la media de RQ ± SD respecto al basal y 
normalizados por la expresión de β-actina.  *p<0.05;  **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al basal. B. 
Western blot mostrando la expresión de COX-2, y de β-actina como control, tras 6h (izqda.) o 
24h (dcha.) de tratamiento con los estímulos indicados. En el panel inferior se muestra su 
análisis densitométrico en veces de inducción respecto al basal, tras la normalización de los 
niveles de proteína COX-2 con respecto a los de β-actina. C. Se muestra una cinética de 
inducción de COX-2 por Ion en células RAW 264.7. Los niveles de ARNm se analizaron 
mediante RT-PCR convencional (izquierda)  y los de proteína mediante Western Blot  (derecha). 
Como control, se analizaron los niveles de ARNm y de proteína de β-actina. En todos los casos 
se muestra los resultados de un experimento representativo.  
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1.1. Cooperación entre la activación por LPS y el aumento del Ca2+ intracelular 
en la inducción de expresión de COX-2. 
 
Los resultados anteriores mostraban que tanto la activación con LPS como el 
aumento del Ca2+ intracelular producían un notable incremento de la expresión de COX-
2 en macrófagos. Por ello analizamos el efecto del tratamiento combinado de ambos 
estímulos sobre la expresión de COX-2. Como se muestra en las figuras 3A y 3C, el 
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Figura 2. Inducción de la expresión de COX-2 en células THP-1 y en macrófagos peritoneales de 
ratón. 
Las células se trataron durante 18h con LPS (2 µg/ml), ionomicina (Io) (500 ng/ml), ionóforo A23187 
(Ion) (0,5 µM), dbAMPc (100 µM) o PMA (20 ng/ml) según se indique. A. Análisis por RT-PCR 
cuantitativa de los niveles de ARNm de COX-2 en células THP-1. Los datos están expresados como 
media de RQ ± SD con respecto al basal y corregidos por los valores obtenidos para la expresión del 
gen control GAPDH. *p<0.05. **p<0.01 respecto al basal. B y C. Análisis de la expresión de COX-2 
mediante Western Blot en extractos obtenidos de células THP-1 (B) o de macrófagos peritoneales de 
ratón (C) tras los diferentes tratamientos. Como control, se muestran los niveles de β-actina. La 
densitometría de las bandas obtenidas en los Western blots en veces de inducción respecto al basal, 
tras la normalización de los niveles de proteína COX-2 con respecto a los de β-actina, se muestra en 
los paneles inferiores. 
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tratamiento con Ion+LPS tuvo un efecto cooperativo sobre la inducción de COX-2, 
observándose un aumento en los niveles de ARNm y de proteína mucho mayor que el 
producido en respuesta a cada estímulo por separado.  
Con el fin de corroborar que el efecto observado tras el tratamiento con Ion, ya 
fuera por sí mismo o en combinación con el LPS, tenía relación directa con el 
incremento de calcio intracelular promovido por este agente, se realizaron los diferentes 
tratamientos en presencia de un compuesto quelante de iones Ca2+ como el EGTA. La 
presencia de EGTA en el medio produjo un descenso significativo de la inducción de la 
expresión de COX-2 en respuesta al tratamiento con Ion, ya fuera sólo o en 
combinación con LPS, tanto a nivel de ARNm como de proteína (Figuras 3A y 3C).  
Tanto el efecto cooperativo entre el LPS y el Ion sobre la inducción de COX-2 
como el efecto inhibidor del EGTA se observaron no sólo en la línea celular RAW 264.7 
sino también en macrófagos peritoneales de ratón (Figura 3B). 
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Figura 3. Efectos del EGTA sobre la inducción de la expresión de COX-2 en macrófagos. 
Las células RAW 264.7 y los macrófagos peritoneales de ratón fueron tratados durante 6 y 18h 
respectivamente, con  LPS (2 µg/ml), ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion + LPS, en presencia o 
ausencia de EGTA (2 mM). Los niveles de ARNm de COX-2 se analizaron mediante RT-PCR 
cuantitativa en células RAW 264.7 (A) y en macrófagos peritoneales de ratón (B). Los resultados se 
expresan como media de RQ ± SD con respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNm de β-
actina. *p<0,05 y ***p<0,001 respecto al basal.  #p<0,05; ##p<0,01 ###p<0,001 respecto al tratamiento sin 
EGTA. C. Western Blot representativo del análisis de los niveles de COX-2 en células RAW 264.7, tras 
los diferentes tratamientos durante 6h. La gráfica de la derecha muestra los valores del análisis 
densitométrico en veces de inducción respecto al basal, tras la normalización de los niveles de proteína 
COX-2 con respecto a los de β-actina. 
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A su vez, comprobamos que, efectivamente, el tratamiento con el ionóforo de 
calcio promovía un aumento sustancial en la presencia de calcio intracelular en células 
RAW 264.7, empleando sondas fluorimétricas que permiten monitorizar los niveles de 
Ca2+ in vivo mediante citometría de flujo. Los resultados obtenidos nos mostraron que el 
tratamiento con Ion es capaz de generar un rápido aumento en los niveles de Ca2+ 
intracelular, sin que hubiera diferencias significativas en ausencia o en presencia de 
LPS (Figura 4). A su vez, constatamos que el tratamiento con LPS por sí mismo, no 
produce ningún cambio en la concentración de Ca2+ sobre los niveles basales en estas 
células.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2. La inducción de COX-2 en respuesta a ionóforo es sensible a CsA. 
 
El incremento de Ca2+ intracelular es capaz de desencadenar una serie de 
señales que modulan la fisiología celular. El Ca2+ es capaz de unirse a la proteína CaM 
formando un complejo que modula la función de varias proteínas promoviendo su 
activación (Berridge et al., 1998; Valeyev et al., 2008). Entre otras, el complejo Ca2+/CaM 
participa en la activación de la proteína fosfatasa calcineurina determinante en la 
activación del factor de transcripción NFAT. La actividad de la Cn puede ser inhibida por 
drogas inmunosupresoras como la CsA o el FK506 (Kang et al., 2007).  
 
 
Figura 4. Movilización de Ca2+ en células RAW 264.7. 
Las células se incubaron con las sondas fluorescentes de Ca2+ Fluo-3/Fura Red. Mediante citometría de 
flujo se analizaron las variaciones de fluorescencia durante 120 segundos. Tras 60 segundos de 
monitorización en ausencia de estímulos se añadió LPS (2 µg/ml), ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion 
+ LPS y se monitorizó durante 60 segundos más. Los resultados obtenidos se representan como la 
relación  fluorescencia media Fluo-3/Fura Red respecto al tiempo.  
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Con el fin de analizar la posible implicación de la Cn en las acciones del ionóforo 
de calcio en células RAW 264.7, analizamos el efecto de la CsA sobre la expresión de 
COX-2 a nivel de ARNm y de proteína. Como se muestra en las figuras 5A y 5B, la 
inducción de la expresión de COX-2 en respuesta a Ion o Ion+LPS se vio atenuada en 
presencia de CsA, mientras que la inducción promovida por LPS en ausencia de Ion 
solo no se alteró de forma significativa por el tratamiento con CsA. A diferencia de Cox-2 
la expresión de la otra isoforma, COX-1, no se vio alterada con los diferentes 
tratamientos.  
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Figura 5.  Efecto de ciclosporina A sobre la inducción de COX-2 mediada por Ca2+ en células 
RAW 264.7.  
Las células RAW 264.7 se trataron durante 18h (A) y 24h (B) con LPS (2 µg/ml), ionóforo A23187 (Ion) 
(0,5 µM) o Ion+LPS, en presencia o ausencia de ciclosporina A (CsA) (1 µg/ml). A. Análisis de la 
expresión de COX-2 por RT-PCR cuantitativa. Los resultados se expresan como media de RQ ± SD 
con respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNm de β-Actina. *p<0.05 y **p<0.01 respecto 
al basal.  #p<0.05 y ##p<0.01 respecto a tratamiento sin CsA. B. Ensayos de Western Blot que muestran 
los niveles de expresión de COX-2 y COX-1, además de la β-actina como control. La gráfica muestra la 
cuantificación de las bandas de proteína COX-2 por densitometría, en veces de inducción respecto al 
basal, tras la normalización con respecto a los niveles de β-actina.  
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En experimentos similares realizados en células THP-1 y en macrófagos 
peritoneales de ratón se observaron resultados similares, de tal forma que el tratamiento 
con CsA redujo de forma sustancial la inducción de los niveles de ARNm o de proteína 
COX-2 por Ion (Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con el fin de comprobar si el incremento en la expresión de COX-2 observado en 
presencia de Ion estaba ligado a un aumento en la producción de PGE2, se realizaron 
ensayos ELISA con sobrenadantes de células RAW 264.7, THP-1, macrófagos 
peritoneales de ratón y macrófagos derivados de médula ósea. Como se muestra en la 
Figura 7, existe una correlación entre el efecto sobre la expresión de COX-2 y la 
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Figura 6. Efecto de la ciclosporina A sobre la inducción de COX-2 por Ca2+ en células THP-1 y en 
macrófagos peritoneales de ratón.  
Las células THP-1 y los macrófagos peritoneales se trataron durante 24h y 18h respectivamente, con 
LPS (2 µg/ml), Ion (0,5 µM) y Ion + LPS en presencia o ausencia de ciclosporina A (CsA) (1 µg/ml). A y 
B. Análisis de la expresión de COX-2 en células THP-1 (A) por RT-PCR cuantitativa o en macrófagos 
peritoneales (B) por RT-PCR convencional. Los resultados de la RT-PCR cuantitativa se expresan 
como media de RQ ± SD con respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNm de β-Actina 
**p<0.01 y ***p<0.001 respecto al basal.  ##p<0.01 respecto al tratamiento sin CsA. C y D. Western 
Blots mostrando los niveles de proteína COX-2 en células THP-1 (C) y macrófagos peritoneales de 
ratón (D). Los paneles inferiores muestran la densitometría de las bandas de COX-2 en veces de 
inducción respecto al basal, normalizados por los niveles de β-actina. 
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producción de PGE2 tras el tratamiento con LPS, Ion o la combinación de ambos. Es 
más, en presencia de CsA, que como vimos anteriormente disminuye la inducción en la 
expresión de COX-2, se observa una menor producción de PGE2, evidente en los 
tratamientos que incluían ionóforo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto un papel relevante de la 
señalización mediada por Ca2+ en la inducción de COX-2 en macrófagos, siendo 
además capaz de cooperar con la señal promovida por el LPS. Por otro lado, el efecto 
inhibidor de la CsA sobre esta inducción, sugiere la participación de la fosfatasa Cn en 
el proceso. 
1.3. Papel de NFAT en la regulación de COX-2 dependiente de calcio. 
 
La activación de Cn promueve la desfosforilación del factor de transcripción 
NFAT, permitiendo su translocación al núcleo para inducir la transcripción de genes 
diana (Crabtree y Olson, 2002; Horsley y Pavlath, 2002). Dado que nuestros resultados 
sugerían la participación de  Cn en la inducción transcripcional de COX-2 en respuesta 
al incremento de calcio, y que en la literatura han sido descritos sitios NFAT en el 
promotor de COX-2, esenciales para la regulación transcripcional de la misma en otros 
tipos celulares (Íñiguez et al., 2000), decidimos comprobar la implicación de NFAT en la 
regulación de la expresión de COX-2 en macrófagos.  
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Figura 7. Efecto del Ca2+ y de la CsA 
sobre la producción de PGE2 en 
macrófagos.  
Las líneas celulares RAW 264.7 y THP-
1, así como los macrófagos  
peritoneales y derivados de médula 
ósea de ratón, se trataron durante 18h 
con LPS (2 µg/ml), Ionóforo A23187 
(Ion) (0,5 µM) o Ion + LPS en presencia 
o ausencia de CsA (1 µg/ml). En los 
sobrenadantes de estos cultivos se 
determinó la concentración de PGE2 
mediante ELISA. Los resultados se 
muestran como la concentración media 
(pg/ml) ± SD. *p<0,05, **p<0.01 y 
***p<0.001 respecto al basal. #p<0.05 y 
##p<0.01 respecto al tratamiento sin 
CsA.  
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En primer lugar, analizamos la presencia y activación de NFAT en nuestros 
modelos celulares de macrófagos. NFAT está compuesto por una familia de factores de 
transcripción (NFATc1, c2, c3 y c4) regulados por la señal de Ca2+, además de la 
variante NFAT5 que se regula por estrés osmótico (Lopez-Rodriguez et al., 2001; Rao et 
al., 1997). Por RT-PCR convencional comprobamos que las líneas celulares RAW 264.7 
y J774 presentan una expresión a nivel basal de NFATc1, NFATc2 y NFATc3, sin que 
detectáramos la presencia de ARNm para  NFATc4 (Figura 8). La expresión de los 
diferentes NFATs se analizó también por RT-PCR cuantitativa en células RAW 264.7 
por comparación de sus Cts con la Ct media para el ARNm de un gen de alta expresión 
como la β-actina, que fue de 22 ciclos. Los resultados obtenidos confirmarían la 
existencia de unos niveles apreciables de expresión de NFATc1, NFATc2 (Ct media de 
28,5 ciclos) y de NFATc5 (Ct media de 28) y una muy baja expresión de NFATc4 (Ct 
media de 37,5).  
 
 
 
 
 
Una vez demostrada la presencia de miembros de la familia NFAT en las células 
RAW 264.7, decidimos analizar su activación y su capacidad para regular la 
transcripción génica en estas células en respuesta al tratamiento con Ion. La activación 
de NFAT, presente en el citosol en un estado altamente fosforilado, ocurre tras una 
señal de Ca2+ que promueve su desfosforilación tras la activación de Cn, lo que permite 
la entrada en el núcleo de NFAT. En primer lugar analizamos la expresión de NFATc2 
en extractos citosólicos y nucleares de células RAW 264.7 empleando un anticuerpo 
que reconoce tanto la forma fosforilada como desfosforilada de NFATc2. En la figura 9A 
se muestra que el tratamiento con Ion, ya sea solo o en combinación con LPS, produce 
un aumento de la expresión de NFAT en la fracción nuclear, mientras que en presencia 
de CsA la expresión de NFAT se localiza en su totalidad en la fracción citosólica. En 
células no estimuladas o tratadas con LPS podemos ver que NFAT se expresa 
principalmente en la fracción citosólica, si bien en respuesta a LPS encontramos un 
ligero aumento en la inducción de la expresión de NFAT en la fracción nuclear. 
Encontramos resultados similares en células THP-1 (Figura 9B), donde el tratamiento 
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Figura 8. Análisis de la expresión de NFAT en macrófagos.  
La expresión de NFATc1, NFATc2, NFATc3 y NFATc4 en las líneas celulares de ratón RAW 264.7 y 
J774 se analizó mediante RT-PCR convencional.  
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con Ion y Ion+LPS provocó no sólo un aumento de la expresión de NFATc2 en la 
fracción nuclear sino un descenso notable en la expresión de este factor de 
transcripción en la fracción citosólica. El tratamiento con CsA, por el contrario, produjo el 
aumento de la expresión de NFAT en la fracción citosólica. Finalmente, mediante 
inmunofluorescencia (Figura 9C), demostramos como, efectivamente, el tratamiento con 
Ion fue capaz de inducir la entrada en el núcleo de NFATc2 en las células RAW 264.7 
mientras que en presencia de CsA se evitaba dicha translocación. 
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Figura 9. Efecto del LPS, ionóforo de Ca2+ y la CsA sobre la localización celular de NFAT.  
A y B. Western blots mostrando la expresión de NFATc2 en extractos nucleares (Frac. Nuclear) y 
citosólicos (Frac. Citosólica) de células RAW 264.7 (A) y células THP-1 (B) tratadas durante 1h 30min 
con LPS (2 µg/ml), ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion + LPS. Donde se indica, se añadió CsA (1 
µg/ml) 45 min antes que el resto de los estímulos. C. Las células RAW 264.7 se trataron durante 30 min 
con Ion (0,5 µM) en presencia o ausencia de CsA (1 µg/ml). La presencia de NFATc2 se detectó 
mediante inmunofluorescencia tras la incubación de las células con un anticuerpo anti-NFATc2 y 
empleando un anticuerpo secundario unido a FITC (verde). Los núcleos se tiñeron con Dapi (azul). Se 
muestran imágenes representativas tomadas en un microscopio de fluorescencia Axioskop 2 Plus. 
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Una vez en el núcleo, NFAT se une a secuencias específicas en la región 
promotora de genes diana, modulando su transcripción. Mediante ensayo de retardo de 
la movilidad electroforética (EMSA), confirmamos la unión de NFAT a secuencias 
específicas de ADN en respuesta a LPS, Ion y la combinación de ambos (Figura 10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Basándonos en ello, analizamos seguidamente el efecto del Ion sobre la 
actividad transcripcional dependiente de NFAT mediante transfecciones transitorias de 
células RAW 264.7 con la construcción NFAT luc que contiene el promotor mínimo de 
IL-2 con tres copias de un sitio de unión de NFAT. La estimulación con LPS o Ion, y en 
mayor medida la combinación de ambos estímulos, aumentó significativamente la 
actividad transcripcional dependiente de NFAT. El tratamiento con CsA inhibió el 
aumento producido en respuesta a Ion, bien solo o en combinación con LPS (Figura 
11).   
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Figura 11. Análisis de la activación transcripcional 
mediada por NFAT en células RAW 264.7   
Las células RAW 264.7 se transfectaron con el plásmido 
NFAT-luc y se estimularon durante 6h con LPS (2 μg/ml), 
ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion+LPS en presencia o 
ausencia de CsA (1 µg/ml). La actividad luciferasa medida en 
los lisados celulares, está representada como Veces de 
inducción (RLUs muestra/RLUs basal) ± SD, normalizada con 
respecto a los niveles de proteína. *p<0.05 y ***p<0.001 
respecto al basal. ##p<0.01 respecto al tratamiento sin CsA.  
 
Figura 10. Efecto del Ionóforo de Ca2+ y del LPS sobre la unión de NFAT al ADN en células 
RAW264.7  
Las células RAW 264.7 se trataron con LPS (2 μg/ml),  ionóforo A23187 (0,5 µM)  y Ion + LPS (0,5 µm 
+ 2 µg/ml). Se obtuvieron extractos nucleares que se analizaron por EMSA utilizando una sonda NFAT 
(IL-2) marcada radiactivamente. La especificidad de unión se comprobó añadiendo un exceso del 
oligonucleótido sin marcar como competidor (Comp). A. La formación de complejos de retardo se 
determinó tras la autorradiografía de los geles de acrilamida en los que se resolvieron las muestras. B. 
Cuantificación de la señal radiactiva (Photo Stimulated Luminiscence/mm2) tras la exposición de los 
geles en un bioanalizador Fuji BAS-1500. 
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A continuación, estudiamos si la inducción de la expresión de COX-2 producida 
por Ion era dependiente de NFAT. Para ello empleamos un plásmido que codifica para 
una proteína que inhibe la localización nuclear de NFAT (NFATDN) junto con una 
construcción COX-2 luc, comprobamos que se producía un descenso notable de la 
inducción de la actividad transcripcional de COX-2 en respuesta a Ion y Ion+LPS cuando 
se co-transfectó con NFATDN. La inducción producida por el LPS también se vio 
ligeramente reducida cuando se empleó NFATDN (Figura 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tras la activación de NFAT y su consiguiente unión al DNA, este factor es capaz 
de promover un incremento en la transcripción génica a través de diversos mecanismos 
en los que ejerce un papel esencial el dominio transactivador (TAD), que en el caso de 
NFATc2 se encuentra localizado principalmente en la región N-terminal (Ortega-Perez et 
al., 2005; Rao et al., 1997). Se realizaron ensayos de co-transfección con el plásmido 
GAL4-NFAT (1-415) que expresa una proteína quimérica conteniendo los primeros 15 
aa del dominio transactivador amino terminal de NFATc2 fusionado al dominio de unión 
al ADN de la proteína GAL4 (GAL4-DBD), junto con un plásmido reportero dirigido por 
sitios de unión para GAL4 (GAL4-luc). Como se puede apreciar en la figura 13, el 
tratamiento con LPS o Ion es capaz de inducir la actividad transactivadora de NFAT, 
produciéndose un efecto cooperativo en presencia de ambos estímulos, de forma similar 
a lo observado con el plásmido NFAT-luc. 
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Figura 12.  Estudio de la activación transcripcional de COX-2 y efecto del bloqueo de NFAT. 
Las células RAW 264.7 se co-transfectaron con el plásmido COX-2 luc junto con el vector de 
expresión control (pcDNA3) o un vector de expresión de un NFAT que actúa como dominante 
negativo (NFATDN). Tras la transfección, las células se trataron durante 6h con LPS (2 μg/ml), 
ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion+LPS, en presencia o ausencia de CsA (1 µg/ml). Los resultados 
de actividad luciferasa se normalizaron respecto a los niveles de proteína en el extracto y se 
representan como veces de inducción (RLUs muestra/RLUs basal) ± SD. *p<0.05 y ***p<0.001 
respecto al basal. ##p<0.01 respecto al tratamiento sin CsA. NFATDN = NFAT dominante doble 
negativo. 
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En conjunto, nuestros resultados indicaban la participación de la vía de 
señalización Ca2+/Cn/NFAT en la inducción transcripcional observada en macrófagos en 
respuesta al tratamiento con Ion. Para confirmarlo, estudiamos el efecto del LPS y del 
Ion sobre la expresión de RCAN1, una proteína regulada por Cn/NFAT en diversos 
tejidos. La estimulación de las células RAW 264.7 con Ion produjo un incremento 
sustancial de los niveles de proteína RCAN1.4 mientras que en presencia de LPS no se 
apreciaron cambios significativos con respecto al basal. En el tratamiento combinado 
con Ion+LPS, si bien parece observarse cierta inducción, fue en cualquier caso menor 
que la observada con el Ion sólo. En presencia de CsA se anuló la inducción promovida 
por el Ion (Figura 14A). Por otra parte, en macrófagos peritoneales de ratón, tanto el 
LPS como el Ion, en mayor medida, produjeron un incremento en los niveles de proteína 
RCAN1.4, sin que se observara cooperación al usar el estímulo combinado. En este 
caso, la inducción de Ion o de Ion+LPS fue inhibida en presencia de CsA. (Figura 14B).    
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Figura 13.  Efecto del Ionóforo de Ca2+ y del LPS sobre la capacidad de transactivación de 
NFAT en células RAW 264.7 
Las células fueron co-transfectadas con los plásmidos pGAL4-h-NFATc2 (1-415) (GAL4-NFAT) y 
pGAL4 5x luc y se estimularon durante 6h con LPS (2 μg/ml), Ion (0,5 µM) o Ion+LPS. La actividad 
luciferasa, normalizada con respecto a los niveles de proteína, se representa como Veces de 
inducción (RLUs muestra/RLUs basal) ± SD. *p<0.05 y **p<0.01 respecto al basal.  
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1.4.  Papel de NF-κB en la regulación de COX-2 dependiente de calcio. 
 
NF-κB es un importante factor de transcripción que regula genes que controlan 
multitud de procesos como la apoptosis, la adhesión celular, la proliferación, 
mecanismos de la respuesta inmune innata y adaptativa y la inflamación, entre otros 
(Perkins, 2007). IκB es una proteína inhibidora que se encuentra unida a NF-κB 
manteniéndolo en el citoplasma. Ante diferentes estímulos, se produce la fosforilación y 
degradación de IκB, permitiendo la translocación al núcleo de NF-κB (Doyle y O’Neill, 
2006). La implicación de NF-κB en la activación del macrófago por LPS se encuentra 
ampliamente descrita en la literatura y es clave en la expresión de genes pro-
inflamatorios como TNFα o IL-1β y en el control transcripcional de COX-2 (Perkins, 
2007; Vila-del Sol y Fresno, 2005; Zhang y Wei, 2011). Además, varios artículos 
relacionan también la activación de NF-κB con la Cn (Kim et al., 2004; Zhang y Wei, 
2011), por lo que decidimos ver si también estaba implicado en la regulación de COX-2 
dependiente de calcio. 
 
 
Figura 14.  Efecto del Ionóforo de Ca2+ y del LPS en la expresión de RCAN1.4 en células RAW 
264.7 y en macrófagos peritoneales de ratón. 
Las células RAW 264.7 (A) y los macrófagos peritoneales (B) se estimularon durante 24 y 18h 
respectivamente, con LPS (2 µg/ml), ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion + LPS, en presencia o 
ausencia de CsA (1 µg/ml). Los niveles de proteína RCAN1.4 y de β-actina como control, se 
analizaron mediante Western Blot. Las gráficas muestran la densitometría de las bandas de 
RCAN1.4 en veces de inducción respecto al basal, normalizados por los niveles de β-actina.  
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Para ello, analizamos por Western Blot la expresión de IκB fosforilada y no 
fosforilada en respuesta a LPS, Ion y la combinación de ambos. El resultado obtenido 
nos muestra cómo la fosforilación y degradación de IκB en las muestras estimuladas 
con LPS y su combinación con Ion, es más rápida que con el ionóforo solo. Además, la 
estimulación con Ion no parece provocar una degradación de IκB pero sí una 
fosforilación, a diferencia de lo que ocurre en presencia de LPS (Figura 15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Realizamos también experimentos empleando el inhibidor de NF-κB, CAY10470, 
donde observamos que era capaz de disminuir la activación provocada por el Ion y su 
combinación con LPS (Figura 16).  Esto nos lleva a pensar, que tal vez en la inducción 
de COX-2 por calcio no sólo sea importante NFAT sino que también participen otras 
vías como la señalizada por NF-κB.  
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Figura 15. Análisis de la fosforilación de IκB en respuesta a LPS y a Ionóforo de Ca++ en 
células RAW 264.7  
Las células RAW 264.7 fueron tratadas con LPS (2 µg/ml), Ionóforo A23187 (0,5 µM) o Ion + LPS a 
diferentes tiempos (5 a 30 min) Los niveles de proteína IκBα o de IκBα fosforilada (pIκBα) se 
analizaron mediante Western Blot con anticuerpos específicos. La gráfica muestra los valores 
densitométricos obtenidos para la relación entre las bandas de IκBα vs IκBα, normalizados por los 
niveles de β-actina y expresados en veces de inducción respecto al basal.  
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5. Regulación de la expresión de COX-2 en respuesta a ligandos de GPCRs 
acoplados a proteína Gαq. 
Una vez determinado el papel de la señalización por el Ca2+ en la inducción 
transcripcional de COX-2 dependiente de NFAT con el uso del ionóforo de A23187, 
decidimos analizar los efectos de estímulos capaces de inducir un aumento en las 
concentraciones de Ca2+ intracelular, como son los agonistas de GPCRs acoplados a la 
proteínas Gαq. La unión de los ligandos a estos receptores activa la fosfolipasa C, 
dando lugar a la liberación de inositol-3-fosfato (IP3) y diacilglicerol, los cuales actuarán 
sobre diferentes cascadas de señales. En particular, el IP3 es capaz de mediar la 
liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares, promoviendo la señalización de vías 
dependientes del mismo (Abramovitz et al., 1994; Narumiya y FitzGerald, 2001). 
5.1. Efectos de la prostaglandina F2α en la expresión de COX-2 en macrófagos.  
 
La PGF2α es una prostaglandina que participa en diferentes procesos fisiológicos 
como en la función reproductora femenina (Basu, 2010), el mantenimiento de la función 
renal (Gilbert et al., 2011) y de la presión intraocular (Kunapuli et al., 1997), además de 
estar involucrada en enfermedades cardiovasculares (Basu, 2007). Su unión al receptor 
FP, induce la movilización de Ca2+ intracelular, siendo capaz de activar al factor de 
transcripción NFAT en procesos como el crecimiento de músculo esquelético (Horsley y 
Pavlath, 2003; Iñiguez et al., 2008).  
Analizamos los efectos de la PGF2α y del fluprostenol (Flup) como agonistas del 
receptor FP sobre la inducción de COX-2 en macrófagos. En primer lugar, 
comprobamos que las células RAW 264.7 expresaban el receptor FP, cuyos niveles no 
Basal  LPS    Ion    Ion+LPS ‐ LPS     Ion   Ion.+LPS
CAY 10470
COX‐2
β‐actina
 
Figura 16. Efecto de la inhibición de la activación de NF-κB sobre la expresión de COX-2 en 
células RAW 264.7.  
Las células se trataron con LPS (2 µg/ml), ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion + LPS (0,5 µM + 2  
µg/ml) en presencia o ausencia del inhibidor de NF-κB CAY10470 (1 µM), durante 18h. Los niveles 
de proteína COX-2 se analizaron mediante Western Blot. Como control se muestran los niveles de β-
actina. 
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se alteraban con ninguno de los tratamientos (Figura 17). Observamos que ambos 
agonistas del receptor FP fueron capaces de inducir la proteína COX-2, siendo este 
efecto inductor más evidente en cooperación con el LPS.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Por último, realizamos transfecciones transitorias en células RAW 264.7, en las 
que se cotransfectó el receptor FP junto con los plásmidos COX-2 luc o  NFAT luc. Los 
resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la PGF2α es capaz de inducir la 
actividad transcripcional mediada por el promotor de COX-2 en presencia del receptor 
FP, cooperando con el LPS. Resultados similares se observaron en el análisis de la 
actividad transcripcional dependiente de NFAT mediante el uso del plásmido NFAT luc 
(Figura 18).  
 
 
 
COX‐2 (a)
BA
SA
L
Flu
p α2
PG
F
Flu
p+
LP
S
+L
PS
α2
PG
F
LP
S
0
10
20
30
200
400
600
800
D
.O
*m
m
2  C
O
X‐
2/
β‐A
ct
in
a
(V
ec
es
 d
e 
In
du
cc
ió
n)
COX‐2 (b)
BA
SA
L
Flu
p 2a
PG
F
Flu
p+
LP
S
+L
PS
α2
PG
F
LP
S
0
200
400
600
D
.O
*m
m
2  C
O
X‐
2/
β‐A
ct
in
a
(V
ec
es
 d
e 
In
du
cc
ió
n)
Basal  Flup PGF2α Flup PGF2α LPS
LPS
COX‐2
β‐actina
FP
a
b
 
Figura 17. Análisis de la inducción de la expresión de COX-2 en respuesta a PGF2α. 
Las células RAW 264.7 se trataron durante 24h con LPS (2 µg/ml), PGF2α (1 µM), fluprostenol (Flup) 
(1 µM) o combinaciones de éstos dos últimos con LPS. La expresión de COX-2, del receptor FP y de 
la β-actina se analizó mediante Western Blot. Las gráficas del panel inferior muestran la 
densitometría de las bandas de COX-2 en veces de inducción respecto al basal, normalizados por 
los niveles de β-actina. (a y b representan dos exposiciones del revelado del Western Blot con el 
anticuerpo anti-COX-2).  
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5.2. Papel de angiotensina II y endotelina I en la expresión de COX-2 en 
macrófagos 
 
La angiotensina II (Ang II) y la endotelina I (End I) son dos moléculas capaces de 
inducir un aumento de los niveles de calcio intracelular a través de su unión a sus 
respectivos receptores, pertenecientes a la familia de GPCRs (Deacon y Knox, 2010; 
Mehta y Griendling, 2007).  Existen evidencias que relacionan a la Ang II en la inducción 
de COX-2 en diferentes tipos celulares y en procesos cancerígenos (Morinelli et al., 
2009; Slice et al., 2005). Además, se ha descrito que esta activación puede 
desarrollarse a través de la vía Cn/NFAT en células de endometrio de rata (Abraham et 
al., 2012). Por otro lado, y al igual que la Ang II, la End I también es capaz de aumentar 
la expresión de COX-2 en varios tipos celulares (Deacon y Knox, 2010; Pratt et al., 
2003).  
Con el fin de conocer si estos agentes eran capaces de inducir la expresión de 
COX-2 en macrófagos, analizamos la expresión de ésta en células RAW 264.7 tratadas 
con  Ang II o End I, en presencia o ausencia de LPS. Tanto la Ang II como la End I 
produjeron una inducción de la COX-2, aunque menor que LPS, siendo capaces de 
cooperar con este para producir una notable inducción de esta enzima tanto en el 
ARNm como en la proteína (Figura 19). 
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Figura 18. Regulación por PGF2α de la actividad del promotor de COX-2 y de la actividad 
transcripcional mediada por NFAT en células RAW 264.7. 
Las células RAW 264.7 se co-transfectaron con la construcciones COX-2 luc (A) o NFAT luc (B), 
junto con un plásmido de expresión de FP o el plásmido control pcDNA3. Tras la transfección, las 
células se trataron con LPS (2 μg/ml), PGF2α (1 µM) y la combinación de ambos durante 6 horas. La 
actividad luciferasa medida en los lisados celulares se representa como veces de inducción (RLUs 
muestra/RLUs basal) ± SD, normalizada con respecto a los niveles de proteína. **p<0.01 ***p<0.001 
respecto al basal.  
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6. El Ca2+ regula la expresión de múltiples genes en macrófagos. 
 
Seguidamente analizamos el efecto del Ca2+ sobre intracelular en la expresión de 
génica en macrófagos. Para ello, se analizaron por RT-PCR cuantitativa 96 genes 
relacionados con el proceso inflamatorio (ver material suplementario). La figura 20 
muestra el efecto del tratamiento con LPS o Ion, bien solos o combinados, así como el 
efecto de la CsA, sobre los niveles de ARNm de genes seleccionados, entre los que se 
encuentran citoquinas (IL-6, IL-1α, IL-1β, TNFα o IL-10), quimioquinas y factores de 
crecimiento (CCL3, M-CSF) y genes relacionados con la producción de mediadores 
inflamatorios como el NO (iNOS) o PGs (mPGES-1) o con la señalización de éstas 
como receptores de prostanoides (IP, EP2). Según la variación de su expresión en 
respuesta a los diferentes estímulos, observamos diferentes perfiles. Por un lado, se 
observa que, en mayor o menor medida, la expresión de todos ellos, excepto el IP, se 
induce de forma significativa en respuesta a LPS. Para algunos de ellos se puede 
observar un efecto inductor del Ion, mayor de 10 veces de inducción en el caso de la IL-
6, la mPGES-1, CCL3, M-CSF, IP, EP2 e IL-10 y menor de 10 veces, aunque 
significativo, en el caso de la iNOS o el TNF, mientras que la expresión de IL-1α o IL-1β 
no se vio alterada.  En cuanto al tratamiento combinado de Ion+LPS, se puede observar 
un claro efecto cooperativo, e incluso sinérgico en algún caso, para la expresión de 
todos ellos excepto en el caso de la iNOS o la mPGES-1. En lo que respecta a la CsA, 
los resultados obtenidos indican que ésta tuvo un efecto inhibidor significativo sobre la 
inducción mediada por el Ion, ya fuera solo o en combinación con LPS, en el caso de 
iNOS, IL-6, M-CSF, IL-1α, IL-1β o IP, mientras que no afectó la expresión de otros como 
la mPGES-1, CCL3, TNFα o EP2  o incluso tuvo un claro efecto inductor como en el 
caso de la IL-10. Con el fin de validar los resultados del array y analizar en mayor detalle 
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Figura 19.  Regulación de la expresión de COX-2 por angiotensina II y endotelina I en células 
RAW 264.7. 
Las células RAW 264.7 se trataron durante 24h con LPS (2 µg/ml), angiotensina (Ang) II (100 nM), 
endotelina (End) I (100 nM) solas o combinadas con LPS. La expresión de COX-2 se determinó 
mediante Western blot. La gráfica muestra la densitometría de las bandas de COX-2 en veces de 
inducción respecto al basal, normalizada por los niveles de β-actina.  
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los efectos observados, se amplió el estudio de la expresión de algunos de los genes 
incluidos en el mismo, como la mPGES-1, la iNOS o la IL-6.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M‐CSF
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Io
n+
LP
S
0
20
40
60
80
***
**
# #**A
RN
m
 M
‐C
SF
/β
‐A
ct
in
a
(R
Q
)
IL‐1α
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
20
40
60
80
100
*
**
#
#
A
RN
m
 IL
‐1
α/
β‐A
ct
in
a
(R
Q
)
IL‐1β
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
5
10
15
**
*
# # #
** # #
A
R
N
m
 IL
‐1
β/
β‐A
ct
in
(R
Q
)
CCL3 (MIP‐1α)
BA
SA
L
LP
S
Io
n
Io
n+
LP
S
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Io
n+
LP
S
0
10
20
30
40
**
*
**
A
RN
m
 C
CL
3/
β‐A
ct
in
(R
Q
)
TNF
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Io
n
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
2
4
6
8
**
# # #
*
*
A
R
N
m
 T
N
F/
β‐A
ct
in
a
(R
Q
)
IP
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
5
10
15
20
25
** *
# # #
A
RN
m
 IP
/β
‐A
ct
in
a
(R
Q
)
EP2
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
20
40
60
** #
# #
A
RN
m
 E
P 2
 /
β‐A
ct
in
a
(R
Q
)
IL‐10
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
100
200
300
A
RN
m
 IL
‐1
0/
β‐A
ct
in
a
(R
Q
)
IL‐6
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Io
n
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
200
400
600
800
1000
2000
3000
4000
5000 **
**
#
**
# #
A
RN
m
 IL
‐6
/ β
‐A
ct
in
a
(R
Q
)
iNOS
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
2
4
6
8
*
**
**
# #
A
RN
m
 iN
O
S/
β‐A
ct
in
a
(R
Q
)
mPGES‐1
BA
SA
L
LP
S
Ion
Ion
+L
PS
Cs
A+
Ion
Cs
A+
Ion
+L
PS
0
20
40
60
80
** **
# #
**
 #
A
RN
m
 m
PG
ES
‐1
/β
‐A
ct
in
a
(R
Q
)
 
Figura 20.  Análisis del efecto del tratamiento con Ionóforo de Ca2+, LPS  y CsA sobre la 
expresión génica en células RAW 264.7 
Las células RAW 264.7 se trataron durante 18h con LPS (2 µg/ml), ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM), 
Ion+LPS, en presencia o ausencia de ciclosporina A (CsA) (1 µg/ml). Las gráficas muestran los datos 
obtenidos en el análisis de la expresión de los genes indicados en la figura, procedentes de los 
resultados del análisis por RT-PCR cuantitativa de un array en el que se analizó la expresión de 96 
genes  (ver figura suplementaria 1). Los datos obtenidos se expresan como media de RQ ± SD con 
respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNm de β-actina. *p<0.05,  **p<0.01 y ***p<0.001 
respecto al basal.  #p<0.05, ##p<0.01 y ###p<0.001 respecto al tratamiento sin CsA.  
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6.1. Regulación de mPGES-1 por Ca2+.  
 
La mPGES-1 participa de la producción exacerbada de PGE2 en procesos 
inflamatorios, o en respuesta a estímulos tales como el LPS o IL-1β. Para ello, se asocia 
a la COX-2,  induciéndose de forma coordinada, aunque más tardía, con ésta  (Díaz-
Muñoz et al., 2010; Samuelsson et al., 2007). 
El estudio de las variaciones en la expresión de mPGES-1 en respuesta a LPS, 
Ion o Ion+LPS se llevó a cabo por RT-PCR cuantitativa en células RAW 264.7, 
macrófagos peritoneales de ratón y células THP-1 a diferentes tiempos. Los resultados 
obtenidos muestran que, en células RAW 264.7, la inducción de la expresión de 
mPGES-1 por LPS ocurre esencialmente a tiempos tardíos, con una inducción del orden 
de 6 veces a las 18 horas, si bien se produce ya una inducción significativa de mPGES-
1 a las 6 horas. El  Ion promovió la inducción de la expresión de mPGES-1 tras 18 horas 
de tratamiento sin que se observara una cooperación por el tratamiento combinado de 
Ion+LPS (Figuras 21A y C). Por su parte, en macrófagos peritoneales de ratón, se 
produce un incremento significativo de la expresión de mPGES-1 tanto con LPS como 
con Ion tras 18 horas de tratamiento, con un efecto cooperativo en presencia de ambos 
estímulos (Figura 21B). El efecto inductor del Ion en la expresión de mPGES-1 y su 
cooperación con LPS también se observó en células THP-1 (Figura 21D). 
En cuanto al efecto de la CsA, podemos ver que en las células RAW 264.7, la 
esta produjo un incremento en la expresión de mPGES-1 en comparación con los 
tratamientos donde no estaba (Figura 21C). En cambio, en células THP-1, la presencia 
de CsA disminuyó el incremento en la expresión de mPGES-1 producido por Ion sólo o 
en combinación con el LPS (Figura 21D). 
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6.2. Regulación de iNOS por Ca2+. 
 
La enzima iNOS se encarga de sintetizar óxido nítrico en respuesta a estímulos 
inflamatorios, como citoquinas y LPS (Kim et al., 2004). 
Los experimentos realizados en RAW 264.7, nos muestran que, tanto a nivel de 
ARNm como de proteína, el Ion provoca un aumento de la expresión de iNOS, similar al 
producido por LPS, aunque no parece que la combinación de Ion+LPS provoque un 
aumento mayor (Figura 22A y 22D). En macrófagos peritoneales de ratón, se 
obtuvieron resultados comparables, en tanto en cuanto el Ion produjo una inducción de 
la expresión de iNOS similar a la producida por el LPS, aunque en este tipo celular la 
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Figura 21. Efecto del Ca2+ y la CsA sobre la inducción de mPGES-1 en macrófagos  
Las células RAW 264.7, THP-1 y macrófagos peritoneales de ratón se trataron durante 6 o 18h con 
LPS (2 µg/ml), ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion + LPS. Donde se indica, se añadió CsA (1 µg/ml). 
Análisis de la expresión de mPGES-1 por RT-PCR cuantitativa en células RAW 264.7 (A y C), en 
macrófagos peritoneales (B) y en células THP-1 (D). Los datos se expresan como media de RQ ± SD 
con respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNm de β-actina. *p<0.05 y **p<0.01 
respecto al basal.  #p<0.05  y ###p<0.001 respecto a tratamiento sin CsA.  
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combinación de Ion con LPS provocó un aumento considerable en la expresión de iNOS 
tanto a nivel de ARNm como de proteína (Figuras 22B y 22C).  
Tanto en células RAW 264.7 como en macrófagos peritoneales de ratón el 
tratamiento con CsA inhibió notablemente la inducción de la expresión de iNOS en 
respuesta al Ion, ya fuera solo o en combinación con LPS (Figuras 22A, 22D y 22E).  
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Figura 22. Efecto de la CsA sobre la inducción de iNOS en respuesta a LPS y Ca2+ en RAW 264.7 
y macrófagos peritoneales de ratón.  
Las células se trataron durante 18h con LPS (2 µg/ml), ionóforo (Ion) (0,5 µM) o Ion+LPS. Cuando se 
indica, las células se trataron con CsA (1 µg/ml). A y B. Análisis de la expresión de COX-2 mediante 
RT-PCR cuantitativa en células RAW 264.7 (A) y macrófagos peritoneales de ratón (B). Los resultados 
se expresan como media de RQ ± SD con respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNm 
de β-actina. **p<0.01 respecto al basal.  #p<0.05 ##p<0.01 respecto al tratamiento sin CsA. C, D y E. 
Análisis de la expresión de iNOS mediante Western blot en RAW 264.7 (D) y macrófagos peritoneales 
(C y E). Como control se muestran los niveles de la proteína hsp90. La gráfica muestra la 
densitometría de las bandas de COX-2 en veces de inducción respecto al basal, normalizada por los 
niveles de hsp90.  
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6.3. Regulación de IL-6 por Ca2+. 
 
Uno de los genes cuya expresión se inducía muy notablemente en el array tras el 
tratamiento con Ion era la IL-6. Tanto en células RAW  264.7 como en macrófagos 
peritoneales de ratón se produjo un incremento significativo de IL-6 en presencia de Ion, 
con un efecto sinérgico en presencia de LPS tanto a nivel de ARNm como de proteína 
(Figura 23). Esta inducción fue sensible al tratamiento con CsA (Figura 23E).  
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Figura 23.  Efecto de la CsA sobre la inducción de la expresión de IL-6 en respuesta a LPS y 
Ca2+ en macrófagos.  
Las células RAW 264.7 y los macrófagos peritoneales de ratón se estimularon con LPS (2 µg/ml), 
ionóforo A23187 (Ion) (0,5 µM) o Ion + LPS. A y B. Análisis mediante RT-PCR cuantitativa de los 
niveles de ARNm de COX-2 en células RAW 264.7 tras 6h de tratamiento (A) y en macrófagos 
peritoneales tras 18h de tratamiento (B). Los resultados se expresan como media de RQ ± SD con 
respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNm de β-actina.  *p<0.05 **, p<0.01 respecto al 
basal. C, D y E. Análisis mediante Western blot de los niveles de proteína COX-2 en células RAW 
264.7 (C) y en macrófagos peritoneales (D y E) tras 18h de tratamiento. Como control se muestran los 
niveles de β-actina.  
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II. PAPEL DE COX-2 EN ATEROSCLEROSIS. EFECTO DE LA AUSENCIA DE COX-2  
EN EL TRANSPORTE DEL COLESTEROL EN MACRÓFAGOS. 
 
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica y progresiva de la 
pared arterial, caracterizada por la acumulación de lípidos en las paredes de los vasos 
sanguíneos y la formación de lesiones ateromatosas que, en fases avanzadas, pueden 
ocluir la luz de los vasos (Libby, 2002). En este proceso están implicados varios tipos 
celulares como células del sistema inmune (linfocitos T y macrófagos principalmente), 
células endoteliales y células musculares de la vasculatura. Entre los diversos 
mediadores que participan en la aterosclerosis se encuentran los prostanoides, en cuya 
síntesis juega un papel relevante la COX-2. A pesar de que parece evidente que esta 
enzima debe jugar un papel en el desarrollo y progresión de la aterosclerosis, no se han 
logrado definir con precisión sus acciones en esta enfermedad. Así, diferentes estudios 
realizados en animales deficientes en COX-2 o tratados con AINEs selectivos 
inhibidores de su actividad, han descrito acciones tanto pro-aterogénicas como anti-
aterogénicas (Funk y FitzGerald, 2007; Linton y Fazio, 2008; Mitchell y Warner, 2006).  
 
Con el fin de aportar nuevas evidencias sobre el papel de COX-2 en la 
aterosclerosis, en esta tesis doctoral hemos generado un modelo de ratón deficiente en 
COX-2 en un fondo Apoe-/- (Cox-2-/-/Apoe-/-) en el que estudiar algunos de los 
parámetros clave en el desarrollo de la enfermedad aterosclerótica. 
 
6. Generación y caracterización de ratones Cox-2-/-/Apoe-/-. 
 
Los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- se generaron a partir del cruce de ratones Cox-2+/-
con ratones Apoe-/- tal y como se describe en el apartado de Materiales y métodos. 
Además del genotipado de los animales para la selección de aquéllos con genotipo Cox-
2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/-, se procedió a comprobar la expresión de COX-2 en 
macrófagos y en tejidos de estos animales. La figura 24A muestra la presencia de la 
proteína COX-2 en macrófagos de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- tras el tratamiento con LPS y 
su ausencia en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/-. Así mismo, el revelado con un anticuerpo 
anti-COX-2 no produjo señal en cortes histológicos de aortas con placa de ateroma en 
los ratones Cox-2-/-/Apoe-/-, mientras que sí se detectó la COX-2 presente en las aortas 
de los ratones Cox-2+/+/Apoe-/- (Figura 24B). Estos resultados, junto con otros datos no 
mostrados acerca de la expresión de COX-2 a nivel de ARNm, confirmaron la validez 
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del modelo de ratón generado para el análisis del efecto de la ausencia de COX-2 en 
nuestros estudios. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. Estudio de las lesiones de ateroma en ratones Cox-2-/-/Apoe-/-. 
 
Los ratones Apoe-/- presentan unos niveles de colesterol en sangre 
incrementados debido a la ausencia de dicha lipoproteína, lo que les hace susceptibles 
de desarrollar aterosclerosis. La administración de una dieta rica en grasa y colesterol 
acelera el desarrollo de la enfermedad aterosclerótica y la formación de la placa en 
estos animales (Nakashima et al., 1994). Así, en nuestros estudios usamos hembras 
Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/-  de 16 semanas de edad que se mantuvieron con dieta 
aterogénica durante 5 o 10 semanas. La figura 25 muestra la evolución semanal del 
peso del grupo de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- en comparación con los ratones Cox-2-/-
/Apoe-/-. No se apreciaron diferencias significativas en la ganancia de peso entre ambos 
grupos de ratones, ya hubieran estado alimentados con la dieta aterosclerótica durante 
5 o durante 10 semanas. 
 
Basal     LPS     Basal     LPS
COX‐2
β‐actina
Cox‐2+/+/Apoe‐/‐ Cox‐2‐/‐/Apoe‐/‐
A
Cox‐2+/+/Apoe‐/‐ Cox‐2‐/‐/Apoe‐/‐
B
 
Figura 24. Estudio de la expresión de COX-2 en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- y Cox-2+/+/Apoe-/-. 
A. Análisis mediante Western blot de la expresión de COX-2 en macrófagos derivados de médula ósea 
de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- tratados durante 18h con LPS (2 µg/ml). Como control se 
muestran los niveles de β actina. B. Inmunohistoquímica de COX-2 en cortes de válvulas aórticas con 
placa de ateroma de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/-. 
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Con el fin de analizar cambios en la incidencia y desarrollo de la lesión 
aterosclerótica, se extrajeron y analizaron las aortas de ambos grupos de ratones tras la 
administración de la dieta hipercolesterolémica mediante tinciones de lípidos con Oil 
Red O (ORO), inmunohistoquímica y análisis de la expresión génica por RT-PCR 
cuantitativa. 
 
La aterosclerosis se caracteriza por la acumulación de lípidos en la aorta, por lo 
que la tinción con ORO permite localizar el área de la lesión. El análisis de 
preparaciones en face de las lesiones tras tinción con ORO en aortas abiertas de 
manera longitudinal, mostró que el área ocupado por las lesiones era menor en el 
cayado aórtico de las aortas de ratones Cox-2-/-/Apoe-/- en comparación con las aortas 
de ratones Cox-2+/+/Apoe-/-, tanto a las 5 como a las 10 semanas de dieta aterogénica 
(Figuras 26A y 26B).  
 
La presencia de la lesión se determinó también mediante la tinción con ORO de 
cortes histológicos de 7 µm de grosor de las aortas, localizados entre la región de las 
válvulas aórticas y el inicio de la aorta ascendente. A nivel de las válvulas aórticas, los 
ratones Cox-2-/-/Apoe-/- presentaron un menor área de lesión tanto tras 5 semanas 
(Figura 26C) como tras 10 semanas (Figura 26D) de dieta aterogénica. Resultados 
similares se observaron en el estudio de los cortes histológicos en la aorta ascendente 
(Figura 26E y 26F). 
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Figura 25. Evolución del peso de los ratones durante el periodo de dieta.  
Los ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- fueron alimentados con una dieta grasa durante 5 
semanas (n=6) (A) o 10 semanas (n=10) (B). Los ratones se pesaron semanalmente desde el 
momento de comenzar la dieta aterogénica (0). Los resultados  se expresan como la media del peso 
de cada grupo ± SD.  
 82 
 
R
es
ul
ta
do
s 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En los cortes histológicos se realizaron inmunohistoquímicas con anticuerpos 
anti-Mac-3 como marcador de macrófagos, anti-alfa actina de músculo liso vascular, 
anti-mPGES-1 y anti-COX-2. En todos los casos se detectó marcaje para dichas 
proteínas en las placas de ateroma de los animales sometidos a dieta grasa en los 
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Figura 26. Cuantificación de la lesión ateromatosa en la aorta.  
A y B. Análisis en face de la lesión mediante tinción con ORO de la región del cayado de aortas 
procedentes de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- alimentados con dieta aterogénica durante 5 
semanas (n=5) (A) o 10 semanas (n=4) (B). Las gráficas muestran los valores de la media de los datos 
obtenidos para cada grupo de animales para el porcentaje del área de la lesión teñida con ORO, con 
respecto al total ± SD. A-F. Tinción con ORO de cortes histológicos seriados de aortas de ratones Cox-
2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- sometidos a una dieta aterogénica durante 5 semanas (C y E) o 10 
semanas (D y F). Las gráficas muestran la media de los valores del área de la lesión teñida en cada 
grupo de animales ± SD.  En C (n=6) y D (n=11) se muestran los datos obtenidos para la región de las 
válvulas aórticas y en E (n=6) y F (n=11) aquéllos obtenidos en el análisis de la aorta ascendente. ***p 
< 0.001 respecto a Cox-2+/+/Apoe-/-. Las figuras muestran fotos representativas de la región aórtica en 
cada grupo de ratones.  
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ratones Cox-2+/+/Apoe-/-. La superficie del área de la lesión con marcaje para Mac-3 y 
para α-actina fue menor en los animales Cox-2-/-/Apoe-/-. Las lesiones en las aortas de 
ratones Cox-2-/-/Apoe-/- también mostraron una menor expresión de mPGES-1 y, como 
era de esperar, no presentaron expresión de COX-2 (Figura 27). 
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Figura 27. Caracterización de las lesiones de ateroma mediante inmunohistoquímica.  
Análisis mediante tinciones inmunohistoquímicas de la expresión de Mac-3, α-actina, mPGES-1 y 
COX-2  en cortes seriados de aorta, al nivel de las válvulas aórticas, de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-
2-/-/Apoe-/- alimentados con dieta aterogénica durante 10 semanas (n=5). El área con tinción positiva 
para cada uno de los marcadores se midió en tres cortes histológicos y de cada uno se evaluaron al 
menos 3 secciones. Los resultados se expresan como la media de los valores para el  porcentaje del 
área de la íntima teñida ± SD. Las figuras muestran fotos representativas de la región aórtica en cada 
grupo de ratones.  
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8. Estudio de parámetros inflamatorios en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/-.  
 
El establecimiento de un proceso inflamatorio tiene un papel esencial en la 
formación de la placa de ateroma. Por esta razón, procedimos al estudio de la expresión 
de un grupo de genes relacionados con la respuesta inmune y la inflamación en las 
aortas de los dos grupos de ratones tras el tratamiento con la dieta aterogénica. 
Mediante RT-PCR se analizó la expresión de CD4 y CD8 como marcadores de 
poblaciones de linfocitos, de CD11c como marcador de macrófagos inflamatorios y 
células dendríticas. La expresión de todos ellos estaba disminuida de forma significativa 
en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- en comparación con los animales Cox-2+/+/Apoe-/-, 
apoyando la idea de la existencia de una menor presencia de leucocitos en las placas 
de ateroma de las aortas de los animales carentes de COX-2. Por su parte, la expresión 
de quimioquinas como MCP-1 y citoquinas como IL6 y TNFα también mostraron 
menores niveles de expresión en las aortas de los ratones COX-2-/-/Apoe-/- (Figura 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La disminución en la expresión de los genes analizados indicaba una menor 
actividad inflamatoria en las aortas de los animales carentes de COX-2, por lo que 
procedimos a estudiar su expresión en el bazo, así como la presencia de diversas 
quimioquinas y citoquinas en suero, con la idea de analizar si estas observaciones se 
correspondían a nivel sistémico. 
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Figura 28. Análisis de la expresión de genes relacionados con la respuesta inmune y la 
inflamación en aortas de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/-  
La expresión de CD4, CD8, CD11c, MCP-1, IL-6 y TNFα se analizó mediante RT-PCR cuantitativa en 
extractos procedentes de aortas de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- sometidos a 10 semanas 
de dieta aterosclerótica. Los valores obtenidos se normalizaron respecto a los niveles de ARNr 18S y 
se expresaron como media de la RQ ± SD. n=7 por grupo. *p<0.05 respecto a los ratones Cox-
2+/+/Apoe-/-.   
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El bazo es un órgano central en la actividad del sistema inmune, por lo que 
procedimos a analizar en este órgano, mediante RT-PCR cuantitativa, la expresión de 
CD4 y CD8 como genes linfocitarios y de CD68 y CD11c como genes expresados por 
macrófagos o células dendríticas. A diferencia de lo observado en las muestras de 
aorta, no encontramos diferencias significativas en la expresión de estos genes entre los 
ratones Cox-2-/-/apoE-/- y Cox-2+/+/Apoe-/- a las 10 semanas de tratamiento con la dieta 
grasa. Por otro lado, tampoco encontramos diferencias relevantes en la expresión en el 
bazo de estos dos grupos de animales de las citoquinas y quimioquinas analizadas 
(MCP-1, TNFα, IFNγ, IL-2 e IL-6)  (Figura 29).  
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Figura 29. Análisis de la expresión de genes relacionados con la respuesta inmune y la 
inflamación en bazos de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/-  
La expresión de CD4, CD8, CD68, CD11c, MCP-1, TNFα, IFNγ IL-2 e IL-6 se analizó mediante RT-
PCR cuantitativa en extractos procedentes de bazos de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- 
alimentados durante 10 semanas con dieta aterosclerótica. Los valores obtenidos se normalizaron 
respecto a los niveles de ARNr 18S y se expresaron como media de la RQ ± SD. n=11 por grupo.  
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A su vez, se analizaron los niveles séricos de diferentes citoquinas, TNFα, IFNγ, 
IL-6 e IL-17A, y de la quimioquina MCP-1, con el fin de estudiar las posibles alteraciones 
en su producción como consecuencia de la dieta, en ambos grupos de ratones, 
comparando los valores presentes en el suero antes y después de 5 o 10 semanas de 
dieta aterogénica. Atendiendo a las variaciones en los niveles séricos de estas 
moléculas como consecuencia de la administración de la dieta grasa, se observó que, 
en el caso de TNFα, IL-6 IL-17A y MCP-1 se producía un aumento de sus niveles en 
suero tras la administración de la dieta tanto en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- y Cox-
2+/+/Apoe-/-. Los perfiles de inducción de dichas citoquinas fueron diferentes, de tal forma 
que, mientras que los niveles de TNFα aumentaron de forma progresiva tras 5 y 10 
semanas de dieta, en el caso de MCP-1, sólo se observó el aumento a las 10 semanas. 
Por su parte, el aumento en los niveles de IL-17A e IL-6 alcanzó su máximo en los 
sueros de los animales alimentados con dieta grasa durante 5 semanas. Por el 
contrario, los niveles de IFNγ disminuyeron en los sueros de los animales tratados con 
dieta durante 10 semanas.  
 
En cuanto a la comparación entre las variaciones de los niveles séricos de estas 
citoquinas entre los ratones Cox-2+/+/ApoE-/- y Cox-2-/-/ApoE-/- , cabe resaltar que, si bien 
los niveles de MCP-1 en suero aumentan tras 10 semanas de tratamiento en los ratones 
Cox-2-/-/ApoE-/-, los valores máximos alcanzados en este grupo de animales son 
significativamente menores que en los ratones Cox-2+/+/ApoE-/-. Respecto al resto de 
citoquinas, no encontramos diferencias significativas entre los niveles obtenidos entre 
los dos grupos de animales (Figura 30).  
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9.  Análisis del metabolismo y transporte de lípidos en ratones Cox-2-/-/Apoe-/-.  
 
Uno de los parámetros esenciales en el desarrollo de la aterosclerosis es el valor 
de los niveles de lípidos circulantes en sangre. Éstos se midieron en sueros de ratones 
Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- obtenidos antes y después de la dieta, en los que se 
determinaron los niveles de triglicéridos, colesterol total así como las fracciones de 
HDLs y LDL/VLDLs. Los resultados obtenidos tras el análisis sérico de estos parámetros 
en el grupo de ratones alimentados con dieta aterogénica durante 10 semanas se 
muestran en la Tabla 1. No se apreciaron diferencias significativas en los niveles 
lipídicos antes de la administración de la dieta grasa entre los ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y 
Cox-2-/-/Apoe-/-. Tras la administración de la dieta aterogénica se produjo un aumento en 
los niveles de triglicéridos y de colesterol en ambos grupos de animales, si bien los 
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Figura 30. Niveles séricos de citoquinas en ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- alimentados 
con dieta aterogénica durante 5 o 10 semanas. 
Los niveles de citoquinas se analizaron en sueros de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- antes de 
la administración de dieta (n=7) y después de 5 semanas (n=5) o 10 semanas de dieta aterogénica 
(n=10), mediante citometría de flujo (ensayo CBA, ver materiales y métodos). Los datos se expresan 
como veces de inducción con respecto a los valores presentes en sueros obtenidos antes de comenzar 
la alimentación con la dieta aterogénica (0). *p<0.05 **p<0.01 con respecto a la dieta estándar  
##p<0.01 con respecto  al valor en los ratones Cox-2+/+/Apoe-/-.  
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niveles finales de triglicéridos y colesterol total fueron significativamente menores en los 
ratones Cox-2-/-/Apoe-/-.  
 
En cuanto a la medida de las fracciones LDL/VLDLs se observó que, sus niveles 
no sufrieron cambios significativos entre los valores anteriores o posteriores a la 
administración de la dieta, ni existieron diferencias entre los dos grupos de ratones. Sin 
embargo, sí que se apreciaron cambios en la fracción HDL entre los dos grupos de 
animales, de tal forma que los niveles de HDL en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- fueron 
significativamente superiores a los presentes en los ratones Cox-2+/+/Apoe-/- tras la 
administración de la dieta aterogénica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estas diferencias en el perfil lipídico en ausencia o presencia de COX-2 podrían 
contribuir a explicar el hecho de que los ratones Apoe-/- carentes de COX-2 presentaran 
una menor incidencia en la formación de las placas de ateroma.  Por ello, procedimos a 
analizar en detalle la posible influencia de COX-2 sobre el metabolismo y transporte de 
lípidos a través del análisis de la expresión de genes implicados en estos procesos en 
diferentes tejidos (aorta, hígado y macrófagos) así como mediante el estudio del flujo de 
salida de colesterol en macrófagos.  
 
 Los niveles plasmáticos de colesterol son un factor determinante en el 
establecimiento y progresión de la aterosclerosis, estando regulados mediante el 
Cox‐2+/+/Apoe‐/‐ Cox‐2‐/‐/Apoe‐/‐ Cox‐2+/+/Apoe‐/‐ Cox‐2‐/‐/Apoe‐/‐
Triglicéridos 
(mg/dl)
98,24 ± 35,31 
n=6
72,23 ± 28,28 
n=6
212,7 ± 23,68 
n=11
119,9 ± 1,060 *
n=10
Colesterol total 
(mg/dl)
467,7 ± 61,11
n=9
433,1 ± 43,39 
n=7
787 ± 43,75
n=9
604,3 ± 45,47 *
n=7
HDL (mg/dl)  16,40 ± 1,611
n=3
25,70 ± 2,723
n=3
20,56 ± 3,988
n=4
35,71 ± 3,137 *
n=5
LDL/VLDL 
(mg/dl)
53,01 ± 1,628
n=3
45,36 ± 6,034
n=3
46,38 ± 4,476
n=4 
48,45 ± 1,099
n=5 
PREDIETA POSTDIETA
 
Tabla 1. Niveles séricos de colesterol total, HDLs LDLs, VLDLs y triglicéridos en ratones Cox-
2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- alimentados con dieta aterogénica durante 10 semanas. 
Análisis de la concentración de colesterol, triglicéridos, HDLs y LDL/VLDLs en sueros de ratones Cox-
2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- antes de la administración de dieta (predieta) y después de 10 semanas 
de dieta aterogénica (postdieta).  Para las determinaciones de HDLs y LDL/VLDLs se mezclaron 
sueros de varios ratones con el fin de obtener el volumen necesario de suero para la separación por 
gradiente según el kit. Los datos se presentan como media de las concentraciones  ± SD. *p<0.05 
respecto al valor de Cox-2+/+/Apoe-/-.  
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denominado transporte reverso de colesterol, por el cual, el colesterol es transportado 
desde la pared vascular al hígado para su excreción. Una parte esencial de este 
proceso lo constituye el flujo de salida de colesterol por el cual, el colesterol acumulado 
es retirado de los macrófagos de la pared vascular. Entre los diferentes genes 
analizados en este trabajo relacionados con el transporte de colesterol y su entrada y 
salida en los diferentes tejidos se encuentran los receptores scavenger CD36 y SR-A, el 
receptor de LDLs LDLr, transportadores como ABCA1 y ABCG1, y miembros de la 
superfamilia de receptores nucleares dependientes de ligando PPARγ y LXRα, 
relacionados con la regulación de la expresión genes implicados en la homeostasis de 
lípidos.  
El análisis mediante RT-PCR cuantitativa de la expresión de estos genes, en las 
aortas de los ratones sometidos a dieta hipercolesterolémica durante 10 semanas, puso 
de manifiesto unos menores niveles de expresión de CD36, SR-A, ABCA1, ABCG1, 
PPARγ y LXRα en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- con respecto a los Cox-2+/+/Apoe-/-, sin que 
se observaran diferencias en cuanto a la expresión de LDLr (Figura 31).  
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Figura 31. Análisis de la expresión de genes relacionados con el transporte de colesterol en 
aortas de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- alimentados con dieta aterogénica. 
La expresión de LDLr, CD36, SR-A, ABCA1, ABCG1, PPARγ, LXRα se analizó mediante RT-PCR 
cuantitativa en extractos procedentes de aortas de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- sometidos 
a 10 semanas de dieta aterosclerótica. Los valores obtenidos se normalizaron respecto a los niveles de 
ARNr 18S y se expresaron como media de la RQ ± SD. n=7 por grupo. *p<0.05 **p<0.01 respecto a los 
ratones Cox-2+/+/Apoe-/-.   
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Puesto que el hígado es un órgano clave en el transporte reverso del colesterol, 
analizamos a su vez la expresión de estos genes en órganos obtenidos de los mismos 
grupos de ratones. La comparación entre los valores obtenidos muestra que no existen 
diferencias significativas en la expresión de los genes analizados salvo en el caso de 
ABCG1, el cual presenta unos niveles mayores de expresión en los ratones Cox-2-/-
/Apoe-/- (Figura 32).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9.1. Captación y flujo de salida de colesterol en macrófagos deficientes en 
COX-2. 
 
Los macrófagos tienen un papel muy importante en el transporte del colesterol y 
en el desarrollo de la aterosclerosis. Éstos son capaces de internalizar lipoproteínas 
modificadas, convirtiéndose así en células espumosas. Además de captar estas 
lipoproteínas de baja densidad modificadas principalmente por oxidación (oxLDL) o 
acetilación (acLDL), participan en el transporte reverso como células esenciales en el 
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Figura 32. Análisis de la expresión de genes relacionados con el transporte de colesterol en 
hígados de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- alimentados con dieta aterogénica. 
La expresión de LDLr, CD36, SR-A, ABCA1, ABCG1, PPARγ y LXRα se analizó mediante RT-PCR 
cuantitativa en extractos procedentes de hígados de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- 
sometidos a 10 semanas de dieta aterosclerótica. Los valores obtenidos se normalizaron respecto a los 
niveles de ARNr 18S y se expresaron como media de la RQ ± SD. n=11 por grupo. *p<0.05 respecto a 
los ratones Cox-2+/+/Apoe-/-.   
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flujo de salida de colesterol. La salida de colesterol tiene lugar, entre otros mecanismos, 
a través de transportadores como ABCA1 y ABCG1, que promueven el transporte 
reverso del colesterol por el torrente sanguíneo a través de aceptores como HDLs y 
ApoA-I, para su metabolismo final en el hígado (Fitzgerald et al., 2010; Ye et al., 2011).  
 
La capacidad de captación de acLDL por parte de macrófagos de ratones Cox-
2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- se determinó mediante el uso de macrófagos peritoneales 
residentes y macrófagos derivados de médula ósea obtenidos de animales sometidos a 
dieta aterogénica durante 10 semanas. Estas células se incubaron con acLDLs 
conjugadas con el reactivo fluorescente Alexa 488 y la capacidad de las células de 
captar acLDLs se determinó por citometría de flujo. El porcentaje de células marcadas 
con acLDL-Alexa488 fue del orden del 90% en ambos grupos de animales. Los valores 
de intensidad de fluorescencia media fueron similares entre ambos grupos de ratones 
en el caso de los macrófagos residentes, mientras que, en macrófagos derivados de 
médula ósea, se observó unos valores menores de fluorescencia en aquéllos 
provenientes de ratones Cox-2-/-/Apoe-/- (Figura 33). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como complemento a estos estudios, analizamos la capacidad de incorporar 
acLDLs por parte de macrófagos peritoneales residentes tras la incubación con acLDLs 
y posterior tinción con ORO. Los resultados obtenidos con células provenientes de 
ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- sometidos a dieta aterogénica durante 5 
semanas, no mostraron diferencias entre ambos grupos de animales, ya fuera sobre el 
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Figura 33.  Captación acLDL por macrófagos procedentes de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-
/Apoe-/- mantenidos a dieta aterogénica durante 10 semanas.  
 Macrófagos peritoneales residentes (A) de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- (n=7) y Cox-2-/-/Apoe+/+ (n=5) o 
derivados de médula ósea (B)  (n=3), se incubaron durante 2-3h con 1 µg/ml de acLDL marcadas con 
Alexa488 y posteriormente se analizaron por citometría de flujo. Los resultados están expresados 
como fluorescencia media ± SD.  *p<0.05 respecto a los ratones Cox-2+/+/Apoe-/-. 
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porcentaje de células teñidas con ORO o sobre el área teñida en cada célula (Figura 
34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Otros abordajes experimentales permiten determinar la capacidad de los 
macrófagos, ya no de captar e incorporar LDLs, sino de retirar colesterol desde su 
interior hacia el torrente sanguíneo, en lo que se denomina flujo de salida de colesterol. 
Para ello, macrófagos peritoneales residentes obtenidos de ratones sometidos a 10 
semanas de dieta aterogénica, se incubaron con colesterol marcado radiactivamente 
tras lo cual, se añadieron al medio de cultivo aceptores de colesterol; ya fuera apoA-I, 
como aceptor de colesterol asociado al transportador ABCA1; o HDLs como aceptor del 
colesterol asociado a ABCG1 (Ye et al., 2011). Los resultados obtenidos mostraron que 
los macrófagos de los ratones Cox2-/-/Apoe-/- presentaban una mayor capacidad de 
retirar colesterol que los procedentes de ratones Cox2+/+/Apoe-/-, tanto en presencia de 
ApoA-I como de HDL (Figura 35). 
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Figura 34.  Formación de células espumosas por macrófagos residentes de ratones Cox-
2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe-/- mantenidos en dieta aterogénica durante 5 semanas.  
 Los macrófagos peritoneales residentes de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- y Cox-2-/-/Apoe+/+ (n=3) se 
incubaron durante 24h con 25 µg/ml de acLDL. Pasado ese tiempo se tiñeron con ORO y se realizaron 
fotografías a 20x en un microscopio óptico invertido. De las imágenes se analizó el área teñida de ORO 
por célula (gráfica izquierda) y el porcentaje de células teñidas (gráfica derecha) Se analizaron al 
menos 10 campos por ratón.  Resultados representados como porcentaje del área teñida ± SD.  
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10. Implicación de COX-2 en el transporte de lípidos en macrófagos. 
 
 
Las diferencias observadas en los resultados obtenidos para la homeostasis de 
lípidos en ratones Apoe-/- carentes de COX-2 en comparación con los ratones Apoe-/- 
que expresaban esta enzima, apuntaban a un posible papel de la COX-2 en estos 
procesos. De tal forma, procedimos a analizar con más detalle la posible influencia de 
COX-2 en la regulación de la homeostasis de lípidos, ya fuera mediante el uso de 
macrófagos deficientes en COX-2 o tras la inhibición de la actividad COX-2 con un 
inhibidor selectivo como el celecoxib.   
 
En primer lugar se analizó la capacidad de los macrófagos peritoneales, 
extraídos tras inyección de tioglicolato, procedentes de ratones Cox-2-/- o Cox-2+/+ 
(ambos en un contexto Apoe+/+ y alimentados con dieta estándar) de promover el flujo de 
salida de colesterol en presencia de aceptores ApoA-I o HDL.  Como se muestra en la 
figura 36A, los macrófagos carentes de COX-2 presentaron una ligera tendencia de 
promover un mayor flujo de salida de colesterol, estadísticamente significativo en el 
caso de la presencia de HDL como aceptor. Sin embargo, la inhibición de la actividad 
COX-2 con celecoxib en macrófagos de ratones silvestres no produjo un efecto 
significativo sobre el flujo de salida de colesterol, ya fuera en situación basal, o tras el 
tratamiento de los macrófagos con el ligando agonista de LXR, TO-901317, el cual 
promueve un aumento en el flujo de colesterol (Figura 36B).  
 
 
 
Figura 35.  Flujo de salida de colesterol  en macrófagos peritoneales de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- 
y Cox-2-/-/Apoe-/- alimentados durante 10 semanas con dieta aterogénica.  
Los macrófagos peritoneales fueron incubados con 0,5 µCi/ml colesterol-[3H] durante 48h e incubados 
posteriormente con los aceptores de colesterol ApoA-I  (A) o HDL (B). Los resultados se expresan 
como la media de los porcentajes de flujo de colesterol en cada grupo ± SD. (n=3 en cada grupo 
experimental)  *p<0.05 
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Por otro lado, decidimos estudiar la relación entre COX-2, la activación de 
macrófagos y la expresión de genes involucrados en la homeostasis de lípidos, como 
los anteriormente analizados en los tejidos de ratones COX-2-/-/apoE-/-. Para ello, 
empleamos macrófagos peritoneales extraídos con tioglicolato procedentes de ratones 
Cox-2-/-, macrófagos peritoneales procedentes de ratones silvestres o células de la línea 
RAW 264.7 tratados con el inhibidor selectivo de COX-2, celecoxib, y sus 
correspondientes controles. Estas células se cultivaron en presencia o ausencia de LPS. 
Los resultados obtenidos en las RT-PCRs cuantitativas para los genes analizados en las 
diferentes células y tratamientos se muestran en las figura 37.  
 
En primer lugar analizaremos los resultados obtenidos acerca de la expresión de 
genes relacionados con la captación de LDLs modificadas, como CD36 y SR-A, en los 
diferentes tipos celulares y tras los diversos tratamientos (figura 37.1).  
 
 
 
Figura 36.  Flujo de salida de colesterol  en macrófagos peritoneales de ratones Cox-2+/+/Apoe-/- 
y Cox-2-/-/Apoe-/- alimentados durante 10 semanas con dieta aterogénica.  
Los macrófagos peritoneales fueron incubados con 0,5 µCi/ml colesterol-[3H] durante 48h e incubados 
posteriormente con los aceptores de colesterol ApoA-I  (A) o HDL (B). Los resultados se expresan 
como la media de los porcentajes de flujo de colesterol en cada grupo ± SD. (n=3 en cada grupo 
experimental)  *p<0.05 
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Atendiendo al efecto de la activación de los macrófagos con LPS sobre la 
expresión de estos genes, se observó que, mientras que CD36 disminuye su expresión 
de forma significativa en respuesta a LPS, la expresión de SR-A aumenta de forma 
sustancial, ocurriendo, en ambos casos, tanto en macrófagos peritoneales de animales 
silvestres como en los procedentes de ratones Cox-2-/-, así como en células RAW 264.7. 
 
El análisis de los resultados comparando los niveles de expresión en macrófagos 
controles o carentes de COX-2, o tras su inhibición con celecoxib mostró que la 
ausencia de COX-2 no parece influir en la expresión de CD36, si bien, aunque 
moderada, se apreció una mayor expresión tras el tratamiento con celecoxib en 
ausencia de LPS en los macrófagos de ratones Cox-2+/+ y en las células RAW 264.7. En 
cuanto a la expresión de SR-A, tan sólo se apreciaron ligeras diferencias entre los 
diferentes grupos, con una menor expresión en los macrófagos de ratones Cox-2-/- y una 
reducción de la inducción mediada por LPS en los macrófagos Cox-2+/+. 
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Figura 37.1. Estudio del papel de COX-2 sobre la expresión de genes relacionados con el 
transporte de colesterol en células RAW 264.7 y en macrófagos peritoneales de ratones Cox-2+/+ 
y Cox-2-/-. 
Análisis por RT-PCR cuantitativa de la expresión de CD36 y SR-A en macrófagos peritoneales 
inducidos con tioglicolato en ratones Cox-2+/+ y Cox-2-/-  (A), en macrófagos de ratones silvestres (B) y 
en células RAW 264.7 (C). Las células se incubaron con LPS (2 µg/ml) y/o celecoxib (Celec) (1 µM), 
según se indique, durante 24h. Los datos obtenidos se expresan como media de RQ ± SD con 
respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNr 18S. En A y B n=6 ratones por punto. 
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 respecto al valor obtenido en los macrófagos Cox-2+/+ en A, o respecto al 
valor en basal, en B y C. Mediante una barra se indica del mismo modo la diferencia respecto al valor 
en ausencia de Celec, en B.  #p<0.05 ##p<0.01 ###p<0.001 respecto a la ausencia de LPS en A, o 
respecto al mismo estímulo sin LPS en B y C.  
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En la figura 37.2, se presentan los resultados obtenidos para aquellos genes 
relacionados con el flujo de salida de colesterol del macrófago (ABCA1 y ABCG1) y el 
transporte de lípidos (apoE). 
 
La activación con LPS indujo la expresión de ABCA1 en todos los tipos celulares 
analizados, mientras que no se apreciaron alteraciones significativas en la expresión de 
ABCG1 en respuesta a LPS en ningún caso. Por su parte, la expresión de apoE se vio 
reducida de forma significativa en todos los casos tras el tratamiento con LPS.  
 
De los resultados obtenidos, atendiendo a la ausencia de COX-2 o al tratamiento 
con celecoxib, cabe destacar la disminución tras el tratamiento con este inhibidor, de la 
inducción de la expresión de ABCA1 promovida por LPS, tanto en macrófagos 
peritoneales Cox-2+/+ como en células RAW 264.7. Por el contrario, en el caso de 
ABCG1 observamos que su expresión es ligeramente mayor en ausencia de COX-2 o 
tras su inhibición por celecoxib. La expresión de apoE fue mayor en los macrófagos 
carentes de COX-2, mientras que en presencia de celecoxib tan sólo se apreció una 
inducción significativa en las células RAW 264.7 en ausencia de LPS. 
 
En estas células también se estudió la expresión de los receptores nucleares 
PPARγ y LXRα. Analizando la influencia del tratamiento con LPS sobre la expresión de 
estos genes, observamos un efecto diferencial, de tal forma que el LPS presentó un 
claro efecto inductor en el caso del LXRα, mientras que, en el caso de PPARγ sus 
niveles de expresión disminuyeron en respuesta a LPS de manera significativa en todos 
los tipos celulares. 
 
Sin embargo, las variaciones en la expresión de ambos genes fueron similares 
en cuanto a la influencia sobre éstas de la COX-2. De tal forma, los resultados obtenidos 
mostraron unos mayores niveles de expresión de PPARγ y LXRα en los macrófagos de 
los ratones deficientes en COX-2. Así mismo, el tratamiento con celecoxib promovió una 
inducción de su expresión que se pudo observar, si bien a diferentes niveles, tanto en 
macrófagos peritoneales como en células RAW 264.7. 
 
 
 
 
 
 
 97 
 
R
esultados   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABCA1 Macrófagos peritoneales
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
***
***
#
A
RN
m
 A
BC
A
1 
(R
Q
)
ABCG1 Macrófagos peritoneales
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
*
A
RN
m
 A
B
CG
1 
(R
Q
)
PPARγ Macrófagos peritoneales
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
***
*
***
# # #
A
RN
m
 P
PA
R γ
 (R
Q
)
LXRα  Macrófagos peritoneales
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0
1
2
3
***
***
# #
*
A
RN
m
 L
XR
α (
RQ
)
ABCA1 RAW 264.7
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
***
***
***
A
RN
m
 A
BC
A
1 
(R
Q
)
# # #
ABCG1 RAW 264.7
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
***
# # #
***
A
RN
m
 A
BC
G
1 
(R
Q
)
PPARγ RAW 264.7
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0
1
2
3
#*
***
**A
R
N
m
 P
PA
Rγ
 (R
Q
)
LXRα  RAW 264.7
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
*** ***
***
#
**
A
RN
m
 L
XR
α (
R
Q
)
A B C
apoE Macrófagos peritoneales
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
***
# # #
***
A
RN
m
 a
po
E 
(R
Q
)
apoE RAW 264.7
BASAL Celec. LPS Celec.+LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
*
*
*
A
RN
m
 a
po
E 
(R
Q
)
ABCA1 Macrófagos peritoneales
BASAL LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
Cox‐2+/+
Cox‐2‐/‐
A
RN
m
 A
BC
A
1 
(R
Q
)
ABCG1 Macrófagos peritoneales
BASAL LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
Cox‐2+/+
Cox‐2‐/‐
A
RN
m
 A
BC
G
1 
(R
Q
)
*
PPARγ Macrófagos peritoneales
BASAL LPS
0
1
2
3
Cox‐2+/+
Cox‐2‐/‐
A
RN
m
 P
PA
Rγ
 (R
Q
)
#
LXRα  Macrófagos peritoneales
BASAL LPS
0
1
2
3
4
Cox-2+/+
Cox-2-/-
A
RN
m
 L
XR
α (
RQ
) *
apoE Macrófagos peritoneales
BASAL LPS
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0 Cox‐2+/+
Cox‐2‐/‐
 a
po
E 
A
RN
m
 (R
Q
)
# #
#
 
Figura 37.2. Estudio del papel de COX-2 sobre la expresión de genes relacionados con el 
transporte de colesterol en células RAW 264.7 y en macrófagos peritoneales de ratones Cox-2+/+ 
y Cox-2-/-.  
Análisis por RT-PCR cuantitativa de la expresión de ABCA1, ABCG1, apoE, PPARγ y LXRα en 
macrófagos peritoneales inducidos con tioglicolato en ratones Cox-2+/+ y Cox-2-/-  (A), en macrófagos de 
ratones silvestres (B) y en células RAW 264.7 (C). Las células se incubaron con LPS (2 µg/ml) y/o 
celecoxib (Celec) (1 µM), según se indique, durante 24h. Los datos obtenidos se expresan como media 
de RQ ± SD con respecto al basal y normalizados por los niveles de ARNr 18S. En A y B n=6 ratones 
por punto. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 respecto al valor obtenido en los macrófagos Cox-2+/+ en A, o 
respecto al valor en basal, en B y C. Mediante una barra se indica del mismo modo la diferencia 
respecto al valor en ausencia de Celec, en B y C.  #p<0.05 ##p<0.01 ###p<0.001 respecto a la ausencia 
de LPS en A, o respecto al mismo estímulo sin LPS en B y C.  
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A continuación analizamos el efecto de la PGE2, uno de los principales productos 
derivados de la actividad COX-2 en macrófagos, sobre la expresión de los diferentes 
genes estudiados, con el fin de determinar si existía una relación entre las acciones de 
esta PG, con los efectos observados en ausencia de COX-2 o tras su inhibición. Para 
ello, se realizaron ensayos de RT-PCR cuantitativa con ARNs obtenidos de macrófagos 
peritoneales de ratones Cox-2+/+ y Cox-2-/-  tratados con PGE2 (0,1 y 1 µM) (Figura 38). 
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Figura 38. Análisis del efecto de la PGE2 sobre la expresión de genes relacionados con el 
transporte de colesterol en macrófagos peritoneales de ratones Cox-2+/+ y Cox-2-/-  
La expresión de CD36, SR-A, ABCA1, ABCG1, apoE, PPARγ y LXRα en macrófagos peritoneales 
inducidos con tioglicolato en ratones Cox-2+/+ y Cox-2-/- tratados con tioglicolato, se analizó mediante 
RT-PCR cuantitativa. Los macrófagos se incubaron en presencia o ausencia de PGE2 (0,1 y 1 µM) 
durante 24 horas. Los datos obtenidos se expresan como media de RQ ± SD con respecto al basal y 
normalizados por los niveles de ARNr 18S n=6 por grupo *p<0.05. **p<0.01 ***p<0.001 respecto al 
valor obtenido en los macrófagos Cox-2+/+ #p<0.05 ##p<0.01 ###p<0.001 respecto al basal de su 
correspondiente grupo. 
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Como vimos anteriormente, la expresión de CD36 no mostró diferencias entre   
macrófagos Cox-2+/+ y Cox-2-/-, si bien, la adición de PGE2 produjo un aumento 
significativo de la expresión de CD36 en estos últimos. En cuanto a la expresión de SR-
A, ligeramente menor en las células Cox-2-/-, incrementó ligeramente su expresión en 
respuesta a diferentes dosis de PGE2 en unos u otros macrófagos.  
 
En cuanto a la expresión de ABCA1, con niveles similares en ambos tipos de 
macrófagos en situación basal, el tratamiento con PGE2 incrementó sustancialmente su 
expresión, y de mayor modo en los macrófagos Cox-2-/-. La PGE2 tuvo un efecto inductor 
similar en el caso de apoE. Por el contrario, esta PG tuvo un efecto inhibidor sobre la 
expresión de ABCG1, el cual presentaba unos niveles mayores en los macrófagos Cox-
2-/- en situación basal.  
 
En cuanto a la expresión de los receptores PPARγ y LXRα, cuyos niveles, como 
vimos anteriormente, estaban incrementados en situación basal en los macrófagos 
procedentes de ratones Cox-2-/-,  el tratamiento con PGE2 tuvo un efecto inhibidor. De tal 
manera, la expresión de estos receptores disminuyó de forma dependiente de la dosis 
de PGE2, siendo más evidente en el caso de los macrófagos de los ratones Cox-2-/-.  
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I. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE COX-2 POR CALCIO EN MACRÓFAGOS.  
 
4. Efecto del calcio y el LPS en la regulación de COX-2.  
 
El macrófago es una célula inmune clave en el proceso inflamatorio, incluyendo 
patologías que cursan con una inflamación crónica como la aterosclerosis (Boyle, 2005). 
Su activación por diferentes estímulos proinflamatorios, como el LPS, provoca la 
inducción de diferentes vías de señalización que llevan a la producción de citoquinas 
como IL-6, IL-8, IL-12, IL-1β y TNFα; quimioquinas, y enzimas que actúan como 
mediadores inflamatorios, entre ellas iNOS o las COX (Cassetta et al., 2011; Ortega-
Gómez et al., 2013). La acción de las enzimas COX-2 y mPGES-1 lleva a la producción 
de PGE2, que ejerce una importante función inmunomoduladora (Matsumoto et al., 
1997). La acción del LPS sobre la activación de los macrófagos está bien descrita y se 
sabe que ejerce su función señalizando principalmente a través del receptor TLR4 
(Takeuchi y Akira, 2010), provocando la activación de diferentes cascadas de 
señalización que acaban induciendo la expresión de genes diana, como COX-2 y 
mPGES-1. Sin embargo, aunque algunos trabajos apuntan a la activación de los 
macrófagos por Ca2+ (Buchmüller-Rouiller y Mauël, 1991; Johnson y Torres, 1985; 
Onozaki et al., 1983), el mecanismo de acción y cómo afecta a la inducción de enzimas 
como COX-2, mPGES-1 e iNOS, o a citoquinas proinflamatorias como las citadas 
anteriormente, no ha sido bien descrito hasta la fecha.  
 
Nuestros estudios, realizados en líneas celulares monocito/macrófago de ratón 
(RAW 264.7) y humano (THP-1), así como en macrófagos peritoneales de ratón, 
demuestran que los ionóforos de Ca2+ son capaces de inducir la expresión de COX-2 
por sí mismos y que, basándonos en la cinética de ionóforo A23187,  lo hacen muy 
tempranamente. En algunos casos, y especialmente en las células THP-1, este 
incremento por la acción de los ionóforos fue incluso mayor que la obtenida con 
tratamientos con  activadores   clásicos muy potentes como el LPS o el PMA. Aunque 
este mayor efecto en las THP-1 podría deberse a una participación del Ca2+ en la 
diferenciación de estas células similar a lo descrito en la línea celular monocítica 
humana U937 (Floto et al., 1996), otros resultados, que discutiremos más adelante, 
muestran cómo las THP-1 son más sensibles a la regulación transcripcional de genes 
dependiente de Ca2+. Cabe destacar, que también encontramos diferencias entre la 
inducción de la expresión de COX-2 provocada por los dos ionóforos de Ca2+ entre sí a 
nivel de ARNm y proteína, tanto en RAW 264.7 como en THP-1, siendo mayor la 
inducción generada por Ion respecto a la de Io. En plaquetas humanas, comparando el 
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aumento de Ca2+ intracelular generado por ambos,  el generado por Io era un 20-40% 
inferior que el del Ion en todas las concentraciones ensayadas (Lages y Weiss, 1995). 
Así, aunque la Io une cationes divalentes en una estequiometria 1:1, y el Ion lo hace 2:1 
(Wang et al., 1998), sus acciones en un sistema biológico, no dependerían tanto de su 
capacidad de intercambio iónico sino de la activación de sistemas transportadores de 
calcio nativos, sobre los que el pH y la concentración de ionóforo jugarían un papel 
fundamental (Dedkova EN, 2000; Erdahl et al., 1994). Pensamos que en macrófagos, el 
Ion podría ser más eficaz a la hora de activar canales como los CRAC, que facilitan la 
entrada de Ca2+ extracelular, o bien produce una mejor señal para movilizar Ca2+ 
intracelular que posteriormente lleve a la apertura de estos canales.  
 
Hemos observado además, que la inducción de la expresión de COX-2 mediada 
por LPS y por Ca2+, es cooperativa, traduciéndose además en una mayor producción de 
PGE2. En este sentido, se ha descrito una cooperación similar entre  LPS y Ca2+ en la 
inducción de iNOS y que lo hacen por cascadas intracelulares diferentes (Raddassi et 
al., 1994). Esto no sólo estaría de acuerdo con nuestros resultados en COX-2, sino con 
los obtenidos para otros genes como la propia iNOS, IL-6, TNF, IL-1α e IL-1β, entre 
otros.  
 
5. La vía de señalización de Ca2+/calcineurina/NFAT en la inducción de la 
expresión génica en macrófagos. 
 
Una vía muy importante de regulación génica dependiente de Ca2+, es la 
mediada por el factor de transcripción NFAT, en cuyo control juega un papel clave la Cn 
(Crabtree y Olson, 2002; Hogan et al., 2003). La actividad de esta enzima está regulada 
directamente por Ca2+ y por la proteína CaM, y su acción puede inhibirse empleando 
inmunosupresores como CsA y FK506 (Martinez-Martinez y Redondo, 2004). El papel 
de NFAT en la regulación de la respuesta adaptativa es bien conocido y hasta hace 
pocos años su participación en la respuesta innata no estaba descrita. Sin embargo, 
varias publicaciones recientes han desvelado su acción en células dendríticas y 
macrófagos (Buxadé et al., 2012; Elloumi et al., 2012; Goodridge et al., 2007; 
Minematsu et al., 2011). Nosotros encontramos que la inducción de la actividad 
transcripcional de COX-2 y la producción de PGE2 en respuesta a Ca2+ es sensible a 
CsA. Además, mediante un array identificamos otros genes relacionados con el proceso 
inflamatorio, que una vez analizados presentaban el mismo comportamiento, entre los 
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que destacamos iNOS e IL-6, si bien la respuesta de genes como IL-1α, IL-1β, M-CSF y 
TNF también fue importante.  
 
Se ha demostrado que el receptor Dectin-1, que juega un papel esencial en el 
reconocimiento de hongos patógenos, activa NFAT y produce un aumento de COX-2 y 
PGE2, entre otros, produciéndose una disminución en presencia de CsA en células 
mieloides (Goodridge et al., 2007). Sin embargo, al contrario de lo mostrado en nuestros 
resultados, no observaron una inhibición de la inducción de IL-6 ni de TNFα en 
presencia de CsA.  Es probable que esto se deba a que Ion sería capaz de movilizar y 
mantener una señal de Ca2+ intracelular suficiente para la permanencia de NFAT en el 
núcleo y poder transcribir estos genes, cosa que la estimulación vía Dectin-1 o TLR2 
probablemente no conseguiría.  
 
De acuerdo con otras publicaciones, detectamos la presencia de todos los 
miembros de NFAT, excepto NFATc4 (Buxadé et al., 2012; Fric et al., 2012; Greenblatt 
et al., 2010), en las células monocíticas RAW 264.7. Además, mediante la expresión de  
un mutante de NFAT que  actúa como dominante negativo, demostramos el papel 
fundamental de NFAT sobre la inducción de la actividad transcripcional de COX-2 en 
macrófagos en respuesta a Ca2+. En linfocitos T, NFAT ejerce su función tras una 
desfosforilación que le permite su translocación al núcleo (Kiani et al., 2000), hecho que 
también probamos en macrófagos mediante inmufluorescencia donde vimos que Ion 
provocaba una translocación al núcleo y la presencia de CsA impedía dicha acción. Más 
interesantes fueron los resultados obtenidos mediante el análisis de la expresión de 
NFATc2 en la fracción nuclear y citosólica de células RAW 264.7 y THP-1, donde 
encontramos no sólo que se producía dicha translocación al núcleo, sino que en las 
THP-1 el Ion provocaba una translocación mucho más eficiente, mostrándose una clara 
disminución de NFAT en la fracción citoplásmica, menos evidente en las RAW 264.7. 
Además, en las células THP-1 encontramos que la acción de la CsA producía un 
aumento de la expresión de NFATc2 en la fracción citoplásmica, debida seguramente a 
un estado hiperfosforilado del factor de transcripción, que en las células RAW 264.7 no 
se llega a apreciar. Estas diferencias en la capacidad de translocación de NFAT entre 
ambos tipos celulares en respuesta a los mismos estímulos nos ayuda a entender 
porqué la acción del Ion en estas células produce un aumento tan elevado de la 
expresión de COX-2, ya que parece que la regulación de la expresión génica 
dependiente de NFAT en células THP-1 tendría un papel crucial.  Por el contrario, 
algunos artículos apuntan a una presencia constante de NFAT en el núcleo en 
macrófagos (Conboy et al., 1999; Minematsu et al., 2011); Este último describe que 
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NFATc3 y NFATc4, están constitutivamente localizados en el núcleo de macrófagos de 
ratón derivados de médula ósea, mientras que NFATc1 y NFATc2 se encontrarían en el 
citoplasma y migrarían al núcleo en respuesta a Ion, lo que estaría de acuerdo con 
nuestros resultados respecto a NFATc2, donde además encontramos que el tratamiento 
con LPS, Ion o ambos, puede producir la formación de complejos de unión de NFAT al 
ADN. Todos estos resultados, nos permiten inferir que NFAT está involucrado en la 
activación transcripcional de COX-2 y posiblemente en la de otros genes relacionados 
con la inflamación como iNOS, IL-6, M-CSF, IL-1α e IL1-β. Otorgando así a NFAT, un 
papel en la regulación de la respuesta inmune innata en el proceso inflamatorio.  
 
Existen algunas publicaciones que dan un papel al Ca2+ en la regulación de IL-6 
(Marriott et al., 1998; Sattayaprasert et al., 2005); mientras que otras ya relacionan la 
expresión de iNOS con Cn y CaM en macrófagos y cardiomiocitos (Hämäläinen et al., 
2002; Kim et al., 2004; Obasanjo-Blackshire et al., 2006), pero ninguna describe a NFAT 
como mediadora de esa acción en macrófagos, aunque sí describen una vía NFAT en 
cardiomiocitos. Curiosamente, según nuestros resultados mPGES-1 no estaría regulada 
por CsA, al menos en células RAW 264.7, pero sí en células THP-1. Es muy probable 
que la activación de mPGES-1 no sea dependiente de Ca2+ en células RAW 264.7 y que 
provenga de la activación de NF-κB u otro factor de transcripción, como ya ha sido 
descrito (Catley et al., 2003; Díaz-Muñoz et al., 2010). Sin embargo, en THP-1, puesto 
que el Ca2+ puede jugar un papel importante en la activación/diferenciación de estas 
células y hemos demostrado que NFAT podría jugar un papel más importante en la 
regulación transcripcional de genes en esta línea celular, puede que mPGES-1 sí que 
esté sujeta a una regulación por Ca2+ en células THP-1.  
 
Aunque NFAT tiene una absoluta dependencia por la señalización de Ca2+/Cn, lo 
que le hace muy sensible a los cambios en la concentración y oscilación de Ca2+ 
intracelular (Dolmetsch et al., 1998), varios estudios relacionan también a la Cn y al Ca2+ 
con la activación de NF-κB (Frantz et al., 1994; Mattila et al., 1990). Estos efectos  sobre 
NF-κB podrían explicar algunos de nuestros resultados respecto a la acción del Ion 
sobre la inducción de COX-2  Así, se ha descrito que la Cn mediaría la expresión de 
iNOS favoreciendo la hiperfosforilación y degradación de IκBα por IKKβ en células RAW 
264.7 y macrófagos peritoneales de ratón estimulados con LPS (Kim et al., 2004). 
Según estos autores, el LPS sería capaz de movilizar Ca2+ intracelular induciendo así la 
actividad de la Cn, si bien es cierto que nosotros no hemos detectado la capacidad de 
LPS para movilizar Ca2+, existen publicaciones en ambos sentidos (Letari et al., 1991; 
Raddassi et al., 1994; West et al., 1996). Otra publicación, implica a la Cn también con 
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NF-κB por una interacción directa con una subunidad del proteosoma, encargada de 
degradar IκB. En este caso la Cn estimularía la expresión de factores inflamatorios 
como IL-6, TNFα e IL-1β, pero no involucran al LPS en la activación de Cn sino a la 
movilización de Ca2+ por el Ion (Zhang y Wei, 2011). En base a todo esto, y recordando 
que se ha descrito que el NF-κB y NFAT responden de diferente manera a la frecuencia 
de la oscilación de la señal de Ca2+ (Dolmetsch et al., 1998), podríamos asumir una 
regulación doble de estos genes por parte de la Cn. De este modo, las frecuencias bajas 
activarían sólo NF-κB, ya que un breve pico de Ca2+ mantiene a NF-κB durante más de 
16 minutos en el núcleo (Dolmetsch et al., 1997). Y por otro lado, altas frecuencias que 
permitan una elevación sostenida Ca2+ intracelular, como las suministradas por 
Ionóforos, activarían la translocación y mantenimiento de NFAT en el núcleo. Este 
mecanismo ya ha sido descrito en linfocitos B (Scharenberg et al., 2007).  
 
Nuestros resultados muestran una inhibición por CsA en la acción del LPS sobre 
COX-2 e iNOS y de modo más interesante, observamos una inducción de la actividad 
transcripcional de NFAT por LPS. Existen publicaciones que relacionan al LPS con la 
activación de NFAT (Buxadé et al., 2012; Yarilina et al., 2011; Zanoni et al., 2012; 
Zanoni et al., 2009). En células dendríticas, se ha visto que la activación de TLR4/CD14 
por LPS, induce a la familia de quinasas Src y a PLCγ2, también genera una entrada de 
Ca2+ extracelular y la translocación de NFAT al núcleo dependiente de Cn aunque es 
dependiente  principalmente de CD14 y no de TLR4 (Zanoni et al., 2009). Además, 
recientemente se ha publicado que el NFAT5, que es independiente de elevaciones de 
Ca2+, participa en la expresión de genes inducidos vía TLR en macrófagos y que lo hace 
de manera independiente a su función osmoreguladora, entre ellos iNOS, TNF, IL-6 y 
COX-2 (Buxadé et al., 2012). En conclusión, pensamos que LPS/TLR4 induciría NFAT, 
aunque principalmente mediante la activación por fosforilación inducible del dominio 
transactivador TAD  por  las quinasas como Cot o PKC  (Gómez-Casero et al., 2007; 
San-Antonio et al., 2002) que son activadas por LPS/TLR4.  
 
6. Regulación de la expresión de COX-2 en respuesta a ligandos de GPCRs 
acoplados a Gαq. 
 
Aunque preliminares, nuestros resultados sugieren un papel en la fisiología del 
macrófago y, concretamente, en los efectos mediados por COX-2 de ciertos receptores 
GPCR, acoplados a proteína Gαq, como los receptores de prostanoides, y los de 
angiotensina y endotelina que median su acción vía Ca2+ intracelular. La interacción de 
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la PGF2α  con su receptor, FP, produce un incremento de los niveles de Ca2+ intracelular 
(Carrasco et al., 1996; Sakamoto et al., 1995), lo que lleva a la activación de NFAT en 
células de músculo liso y células de cáncer endometrial (Horsley y Pavlath, 2003; Sales 
et al., 2009). Se ha descrito que PGF2α incrementa la expresión de IL-6 en osteoblastos 
(Minamitani et al., 2008) o la expresión de COX-2 en células de adenocarcinoma de 
endometrio (Jabbour et al., 2005). Nosotros hemos descrito por vez primera la presencia 
de FP en células mieloides y hemos visto que la estimulación de células RAW 264.7 con 
agonistas del receptor FP, induce la expresión de COX-2 y que además, dicha inducción 
se ve aumentada cuando se añade LPS, produciéndose un efecto de cooperación 
similar al observado anteriormente para Ion+LPS. Mediante transfecciones transitorias 
empleando el plásmido NFAT-luc, confirmamos que el tratamiento con PGF2α producía 
un incremento de la actividad luciferasa, y que además, éste era aún mayor estimulando 
conjuntamente con PGF2α y LPS. Aunque mediante Western Blot habíamos confirmado 
la expresión de FP en macrófagos, sólo se detectó este incremento en la actividad 
luciferasa cuando se co-transfectó con un plásmido para FP, sugiriendo niveles bajos 
del receptor. Observamos este mismo comportamiento para COX-2 luc. Estos 
resultados sugieren un posible papel de PGF2α sobre la expresión de COX-2, vía 
Ca2+/Cn/NFAT en macrófagos, no descrita hasta la fecha. 
 
También analizamos el efecto de otras dos moléculas que señalizan mediante 
receptores tipo GPCR acoplados a Gαq, y por tanto, mediante Ca2+ y que están 
implicadas en patologías cardiovasculares como Ang II y ET-1 pero que apenas existen  
descripciones sobre su papel en la fisiología de los macrófagos. Ang II no sólo 
desarrolla funciones fisiológicas como la vasoconstricción y la presión sanguínea, 
también está implicada en la inflamación, en la disfunción endotelial, la aterosclerosis, la 
hipertensión y fallos cardíacos (Mehta y Griendling, 2007). Se ha descrito su papel en la 
inducción de COX-2 en células de endotelio de rata a través de Cn/NFAT (Abraham et 
al., 2012), La ET-1 es también una molécula con propiedades vasoconstrictoras, que es 
capaz de aumentar la expresión de COX-2 en varios tipos celulares (Deacon y Knox, 
2010; Pratt et al., 2003).  También se ha descrito que ET-1 disminuye los niveles del 
transportador de colesterol, ABCG1, en macrófagos (Lin et al., 2011). Puesto que, en la 
segunda parte de esta tesis, hemos visto que la deficiencia de COX-2 tiene un efecto 
opuesto en este transportador, es posible que ET-1 vía la inducción de COX-2 
disminuya los niveles de ABCA1. Aunque no realizamos experimentos que probaran 
directamente la implicación de NFAT en la señalización de la respuesta mediada por 
estas dos moléculas, sí podemos afirmar que son capaces de inducir la expresión de 
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COX-2 en macrófagos y basándonos en las similitudes con PGF2α también acoplado a 
Gαq, la vía Ca2+/Cn/NFAT podría jugar un papel importante en esta activación. 
 
En conjunto, nuestros resultados demuestran un papel del Ca2+ en la fisiología 
del macrófago, y en la  inducción de COX-2 no descrito hasta ahora.  Además, existe un 
cooperación con la señalización a través del TLR4 implicado abundantemente en la 
patología de  muchas enfermedades, incluyendo la aterosclerosis (den Dekker et al., 
2010; Moghimpour Bijani et al., 2012). Dado que este ión transduce la señal de múltiples 
receptores, algunos de ellos como los de Ang II y ET-1, implicados en  alteraciones 
cardiovasculares donde también están involucrados los macrófagos, TLR4 y COX-2, se 
abre una nueva vía de estudio que relacione a todos ellos  en  las diferentes patologías 
cardiovasculares.  
 
 II. PAPEL DE COX-2 EN LA ATEROSCLEROSIS. IMPACTO DE LA AUSENCIA DE 
COX-2  EN EL TRANSPORTE DEL COLESTEROL EN MACRÓFAGOS. 
 
La aterosclerosis, es considerada una enfermedad inflamatoria progresiva y 
crónica, y es la causa subyacente de la enfermedad coronaria y los accidentes 
cerebrovasculares. COX-2 y los prostanoides derivados de su acción enzimática, 
pueden jugar un papel importante en el desarrollo de la enfermedad, controlando la 
estabilidad de la placa y la inflamación local de la pared vascular (Iñiguez et al., 2008; 
Linton y Fazio, 2008). Sin embargo, el papel  beneficioso o perjudicial de COX-2 es 
objeto de intenso debate ya que los resultados conseguidos hasta la fecha empleando 
distintos aproximaciones experimentales son contradictorios. Está establecido que los 
prostanoides juegan un papel importante en la generación del trombo, donde el balance 
PGI2/TXA2 es importante. Ello se debe a las propiedades vasodilatadoras de PGI2 
inhibiendo la agregación plaquetaria, en contraste con TXA2 que activa a las plaquetas y 
presenta propiedades protrombóticas y vasoconstrictoras (Linton y Fazio, 2008). Tras 
detectarse que la utilización crónica de inhibidores selectivos de COX-2, coxibs, 
aumentan el riesgo de padecer eventos cardiovasculares, en otras patologías, se ha ido 
consolidando como explicación de este efecto su capacidad de inhibir la producción de 
PGI2 por células endoteliales y macrófagos, mientras que la producción de TXA2 no se 
ve alterada, incrementando así el riesgo de aterotrombosis (FitzGerald, 2004; 
Gabrielsen et al., 2010; Yu et al., 2009).  Esto sugiere un papel anti-aterogénico a la 
COX-2. Sin embargo, los resultados en modelos de ratón son más dispares  indicando 
que la inhibición de COX-2 puede acelerar, reducir o no tener impacto alguno en la 
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progresión de la enfermedad (Bea et al., 2003; Burleigh et al., 2005; Metzner et al., 
2007; Narasimha et al., 2007; Rott et al., 2003).  
 
3. Desarrollo de aterosclerosis en ratones Cox-2-/-/Apoe-/-. 
 
Todas las aproximaciones realizadas hasta la fecha para estudiar el papel de 
COX-2 en aterosclerosis, se han basado principalmente en la administración de 
inhibidores específicos de COX-2 en modelos de ratón Apoe-/- o Ldlr-/- (Bea et al., 2003; 
Burleigh et al., 2005; Olesen et al., 2002), en el uso de ratones Cox-2-/- (Narasimha et 
al., 2007), en la eliminación selectiva de COX-2 en diferentes linajes mieloides de ratón 
(Hui et al., 2010; Narasimha et al., 2010) o en experimentos de trasplante de células 
(Burleigh et al., 2002). Ninguno de ellos había estudiado la eliminación completa de 
COX-2 en un modelo de ratón aterosclerótico exceptuando el reciente de Yu et al. 
donde inducían la eliminación genética de COX-2 de manera postnatal, en ratones 
Apoe-/- (Yu et al., 2012). Ello probablemente se debe a que los ratones Cox-2-/- 
presentan problemas a nivel renal (Dinchuk et al., 1995; Morham et al., 1995), y por 
tanto, la administración de una dieta aterogénica puede conducirles incluso a la muerte. 
Sin embargo, recientes estudios han identificado al colato, y no a  la dieta en sí, como el 
principal causante de la muerte prematura de los ratones Cox-2-/- en una dieta 
aterogénica (Lin et al., 2007). Por ello, en la composición de la dieta empleada para 
nuestros estudios no se encuentra este suplemento, habitual en este tipo de dietas, lo 
que puede explicar que no se dieran muertes prematuras y pudiéramos llevar a cabo los 
experimentos.   
 
Los resultados obtenidos en esta tesis empleando un modelo Cox-2-/-/Apoe-/- 
generado en nuestro laboratorio, nos mostraron una disminución de las lesiones 
respecto a los Cox-2+/+/Apoe-/-, menor complejidad de la composición de las mismas y 
un mejor perfil lipídico sistémico. Nuestros resultados, otorgan pues un papel 
proaterogénico a COX-2 y coinciden con algunas publicaciones anteriores que 
describen una lesión menor en presencia de inhibidores de COX-2 o en animales con 
Cox-2 eliminado genéticamente en algunos tipos celulares principalmente macrófagos 
(Burleigh et al., 2002; Burleigh et al., 2005; Hui et al., 2010; Jacob et al., 2008; Metzner 
et al., 2007). Sin embargo, independientemente de la conclusión obtenida en los 
diferentes modelos animales, tanto los que confieren un papel proaterogénico como los 
que apuntan a una acción anti-aterogénica de COX-2 en la enfermedad, basan su 
razonamiento principalmente en alteraciones en la relación PGI/TXA2 o en la producción 
de PGE2 por parte de los macrófagos. Nosotros, hemos visto por primera vez que COX-
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2, además, puede jugar un papel en el control del flujo del colesterol y que podría 
explicar este papel pro-aterogénico de COX-2 que hemos identificado y que se discutirá 
más adelante.  
 
Recientemente, Yu et al. mediante un modelo de ratón Apoe-/- donde inducían la 
eliminación genética de COX-2 de manera postnatal, describieron un aumento de las 
lesiones ateromatosas en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/- y las atribuyen a un incremento de 
leucotrienos en ausencia de COX-2, ya que estos desaparecían mediante la eliminación 
de la proteína FLAP implicada en su síntesis, aunque no muestran datos sobre balance 
PGI2/TXA2, ampliamente publicitado por este grupo como el único causante de la 
alteraciones cardiovasculares de los coxibs (Yu et al., 2012). Estos resultados, que 
sugieren un papel anti-aterogénico de COX-2, están en aparente contradicción con los 
descritos en esta tesis. Ello puede deberse a varias causas: a) en su caso mantuvieron 
a los ratones bajo dieta aterogénica durante 4 meses, el doble de tiempo que nosotros, 
por lo que no podemos descartar que en fases más avanzadas la inhibición de COX-2 
sea contraproducente; b) la inducción de la eliminación génica postnatal a veces no es 
tan completa como la llevada a cabo de modo permanente, aunque en sus resultados la 
eliminación parece muy eficiente; c) el efecto de la delección permanente  de COX-2 
puede dar lugar a compensaciones por COX-1 no generadas en los mutantes 
condicionales.  
 
Por otra parte el mismo grupo, ha sugerido un papel opuesto, anti-aterogénico de 
COX-2 en macrófagos, usando un sistema de eliminación selectiva de COX-2 en estas 
células (Hui et al., 2010), aunque esto no ha sido reproducido por otro grupo usando una 
estrategia similar (Narasimha et al., 2010). Por otro lado, se sabe que durante la fase 
temprana del desarrollo de la aterosclerosis, se produce una respuesta inflamatoria 
inicial en la que los macrófagos y las células endoteliales, sobreexpresan COX-2, lo que 
provoca un aumento en la producción de PGE2 y la activación de la migración de células 
inmunes a la pared vascular, la propagación de la cascada de citoquinas 
proinflamatorias y la activación de la quimiotaxis (Baker et al., 1999; Burleigh et al., 
2002; Schönbeck et al., 1999; Vane et al., 1998). Así, es concebible que en esta fase de 
la enfermedad, COX-2 tenga un papel eminentemente pro-aterogénico. Esto encaja con 
nuestros resultados en ratones Cox-2-/-/Apoe-/-, que además de tener menos lesión, 
presentan una menor inducción de marcadores de células inmunes como CD4, CD8 y 
CD11c, y una disminución en los niveles de IL-6 y TNF, o la quimioquina MCP-1 en 
aorta. Aunque estos datos no parecen trasladarse a nivel sistémico o en otros órganos 
linfoides secundarios como bazo, que suele ser un reflejo de la inmunidad sistémica, 
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donde no parecen existir alteraciones significativas ni en las poblaciones inmunes ni  de 
citoquinas. Tampoco se aprecian diferencias relevantes en los valores circulantes de 
citoquinas en suero, excepto para algunas y en algunos tiempos aislados, ya que los 
perfiles de inducción de dichas citoquinas tras la dieta grasa fueron diferentes. Así, hay 
un cierto incremento de citoquinas inflamatorias en suero como IL-17 e IL-6 pero muy 
variable, siendo mayor tras 5 semanas de dieta, pero no tras 10 semanas, que es 
cuando podrían ser comparables a los valores obtenidos en los bazos. Estas dos 
citoquinas parecen estar elevadas en los  ratones deficientes de COX-2. Por el 
contrario, la quimioquina MCP-1 está disminuida en ausencia de COX-2 especialmente 
en el tiempo de dieta más largo. Esta citoquina es muy importante para la migración de 
los macrófagos a la placa de ateroma (Kanzler et al., 2012) y los menores niveles 
séricos, y en aorta podrían explicar la menor infiltración mieloide en dicha lesión. En 
este sentido los animales Cox-2-/-/ tienen menos infiltración de macrófagos en todos  los 
modelos que se han estudiado en nuestro laboratorio (Néstor Guerrero, tesis doctoral; 
Díaz-Muñoz et al., 2013).  
 
 Por otro lado, ya hemos mencionado que los ratones Cox-2-/- tienen problemas a 
nivel renal y además, se ha publicado que en dietas que contienen colato pueden 
desarrollar inflamación intestinal similar a la enfermedad de Cron (Lin et al., 2007; 
Watanabe et al., 2010). Así, aunque a nivel macroscópico no vimos diferencias entre los 
ratones dobles knock out y los control, no estudiamos la función renal, ni analizamos el 
posible desarrollo de otras patologías que potencialmente pudieran darse en los Cox-2-/-
/Apoe-/-, y pudieran influir en los valores inmunes sistémicos. Además, aunque las 
citoquinas juegan un papel clave durante la inflamación crónica, la regulación de su 
producción a nivel sistémico depende de muchos factores (Tedgui y Mallat, 2006). En 
cualquier caso, creemos que resultan más relevantes los valores locales obtenidos en 
aorta, y no pensamos que los niveles circulantes de citoquinas estén afectando 
significativamente la evolución de la aterosclerosis en nuestro modelo. 
 
La composición de la placa en el modelo apoE-/- es importante puesto que va 
adquiriendo más complejidad con el avance de la enfermedad (Nakashima et al., 1994). 
De modo que en etapas iniciales, encontraremos mayoritariamente células espumosas y 
posteriormente, podremos encontrar desde células musculares migrando hasta cápsulas 
fibrosas e incluso núcleos necróticos. Aunque no encontramos diferencias significativas 
entre los dos grupos de animales, la cuantificación de las tinciones realizadas muestra 
una tendencia a que las lesiones de los ratones COX-2-/-/apoE-/- sean menos complejas, 
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especialmente porque hay un menor número de células musculares que han migrado a 
la íntima 
 
 Por último, cabe recordar que los experimentos utilizando coxibs en humanos y 
ratón presentan una diferencia fundamental. En los primeros el coxib se da en pacientes 
que podrían ya tener una lesión ateromatosa incipiente, dada su edad e inflamación 
crónica, mientras que en los modelos de ratón los compuestos se suministran 
normalmente al inicio del experimento. Ello podría explicar el porqué en estos últimos 
casos se observa un efecto generalmente  beneficioso de los coxibs en contraste con 
los datos perjudiciales en humanos y apoyaría nuestra hipótesis de un efecto 
beneficioso preventivo de la inhibición de COX-2 en las etapas tempranas de la 
enfermedad.  
 
4. Efecto de COX-2 en la expresión de genes relacionados con el transporte 
de colesterol en macrófagos. 
 
A diferencia de estudios anteriores donde no se observaron diferencias 
significativas en los niveles totales de colesterol y triglicéridos en diferente modelos de 
inhibición de COX-2, bien en diferentes tipos celulares o tras eliminación génica 
inducible postnatalmente (Burleigh et al., 2005; Narasimha et al., 2007; Yu et al., 2012), 
nuestros resultados muestran un descenso en los niveles de triglicéridos y colesterol 
total en los ratones Cox-2-/-/Apoe-/-, así como un incremento en la concentración de 
colesterol HDL. Los niveles de lípidos circulantes son cruciales en la aterosclerosis 
siendo la elevación de los niveles de colesterol el principal desencadenante de la 
enfermedad. En la clínica, valores altos de triglicéridos y colesterol total, especialmente 
el LDL/VLDL, se consideran valores de riesgo y están relacionados con enfermedades 
cardiovasculares. Una excepción es la fracción HDL, que ejerce una acción protectora 
(Navab et al., 1996; Tall et al., 2008), por lo que nuestros resultados sobre HDL y  
triglicéridos podrían explicar por sí mismos la menor extensión de la lesión en estos 
animales. En la actualidad existen varias terapias potenciales contra la aterosclerosis 
diseñadas exclusivamente para elevar los niveles de HDL (Brewer, 2007; Navab et al., 
2011). 
 
Estos resultados nos llevaron a analizar más en detalle el transporte de 
colesterol en macrófagos y la expresión de ARNm de genes relacionados con el 
transporte de colesterol. En los últimos años, se ha empezado a demostrar la 
importancia de los estudios de flujo de colesterol en la aterosclerosis (Marcel et al., 
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2008; Ye et al., 2010; Zanotti et al., 2011). Está descrito que CD36 y SR-A participan en 
el proceso de captación de oxLDL y acLDL, mientras que LDLr captaría LDLs poco 
modificadas (Glass y Witztum, 2001; Kunjathoor et al., 2002; Mäkinen et al., 2010). 
ABCA1, ABCG1 y apoE, median la salida de colesterol en forma de HDL, participando 
activamente en el transporte reverso del colesterol (Oram y Vaughan, 2006; Zhao et al., 
2011). Y por último PPARγ y LXRα se describen como moléculas antiinflamatorias y 
participan en la regulación de genes como ABCA1 y ABCG1 (Costet et al., 2000; 
Chawla et al., 2001; Li et al., 2004). Estudiando este proceso en el modelo Cox-2-/-
/Apoe-/-, encontramos que todos estos genes, excepto el LDLr que no presenta 
diferencias, se encontraban disminuidos en aorta.  Esto tiene sentido puesto que el LDLr 
participa en la captación de LDLs poco modificadas, menos abundantes en el proceso 
aterosclerótico (Navab et al., 1996). Si bien no encontramos diferencias en la formación 
de células espumosas, observamos una menor captación de acLDL en macrófagos 
peritoneales de estos animales, y un mayor porcentaje de flujo de colesterol hacia 
partículas ApoA-I y HDL.  La disminución de estos transportadores en aorta de Cox-2-/-
/Apoe-/-, podría simplemente deberse a una menor infiltración en la aorta de  células 
mieloides observada en estos ratones. 
 
 Puesto que hasta la fecha no se habían descrito diferencias en la concentración 
de colesterol y triglicéridos en animales deficientes para COX-2, estos procesos no han 
sido muy estudiados. Publicaciones del grupo de la doctora A.B Reiss, describen un 
aumento en la formación de células espumosas en ausencia de COX-2  (Anwar et al., 
2011; Chan et al., 2007). Sin embargo, todos sus estudios están realizados in vitro 
empleando inhibidores de COX-2 en la línea celular THP-1, por lo que sus resultados 
son difícilmente comparables con los nuestros.  
 
Analizando estos mismos genes en macrófagos peritoneales de ratones Cox-2-/-, 
o en células RAW 264.7 y macrófagos peritoneales de ratones Cox-2+/+ a los que se 
añadieron inhibidores de COX-2, encontramos algunas diferencias en el 
comportamiento de estas tres aproximaciones. Por ejemplo, en el caso de CD36 y SR-
A, vimos que mientras en los macrófagos Cox-2-/- no variaban o tendían a disminuir, en 
células donde se empleó celecoxib aumentaban ligeramente, lo que podría explicar 
parte de los resultados de la doctora A.B Reiss. Sin embargo, la eliminación de COX-2 
produce por lo general un aumento de los genes relacionados con la salida de 
colesterol, ABCA1, ABCG1 así como de PPARγ y LXRα. Es muy probable que todo ello 
esté relacionado pues PPARγ y LXRα inducen la transcripción de ABCA1 y ABCG1 
(Costet et al., 2000; Chawla et al., 2001; Li et al., 2004). Además se ha descrito  que  la 
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CsA inhibe la secreción de apoE  en macrófagos (Kockx et al., 2009). Es posible que 
este efecto estuviese mediado por COX-2 ya que hemos demostrado que CsA inhibe su 
inducción y que los macrófagos sin COX-2  tienen elevados niveles de apoE. La 
importancia de los transportadores, como ABCA1, en macrófagos para el desarrollo de 
la aterosclerosis se ha visto refrendada recientemente, ya que la inactivación de este 
gen en macrófagos protege del desarrollo de la enfermedad en animales Apoe-/- 
(Francone et al., 2005). 
 
Nuestros datos sobre el incremento de transportadores, fueron confirmados por 
los experimentos funcionales de flujo de colesterol en macrófagos de ratones Cox-2-/-. 
Por último, destacamos también que la adición de PGE2 en macrófagos Cox-2-/-,  
produce una disminución en el incremento de la expresión de ARNm de genes como 
ABCG1, PPARγ y LXRα. Nuestros resultados demuestran que los macrófagos 
deficientes en COX-2 tienen incrementados  los genes y la capacidad de transporte 
reverso de colesterol.  Ello unido a  una menor presencia de estas células en la placa  
de ateroma, debido a una menor migración, conjuntamente con un aumento en genes  
antiinflamatorios como PPARγ, todo ello redundaría  en una placa  ateromatosa menos 
inflamada y con menos lesión, que es lo que  observamos  experimentalmente. Nuestros 
resultados demuestran un papel de COX-2 en el flujo del colesterol, lo que abre nuevas 
vías en el estudio del papel de las PGs en este proceso determinante para el desarrollo 
de la aterosclerosis. 
 
En conclusión, aunque no podemos descartar que la inhibición de COX-2 acabe 
provocando un aumento en el riesgo de aterotrombosis, como así sugieren los estudios 
con inhibidores selectivos, nuestros resultados apoyan la teoría de que su inhibición en 
las fases iniciales de esta enfermedad sería beneficiosa al disminuir la respuesta 
inflamatoria y el reclutamiento de células inmunes en la íntima. Además, su  inhibición 
puede aumentar los valores de HDL, el  transporte reverso del colesterol en macrófagos, 
e incluso mantenerlos en un estado  “M2-Like” y que todo ello tendría un valor  
preventivo de la aterosclerosis. 
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1- La elevación del Ca2+ intracelular tras el tratamiento con ionóforos induce la 
expresión de COX-2 y la producción de PGE2 en macrófagos. 
 
2- Ligandos de GPCRs acoplados a Gαq como PGF2α, Ang II y End I, que 
promueven un incremento del Ca2+ intracelular, inducen la expresión de COX-2 
en macrófagos. 
 
3- En la inducción de COX-2 mediada por Ca2+ en macrófagos desempeña un papel 
esencial la activación de la vía de señalización de calcineurina/NFAT. 
 
4- La señal de Ca2+ y la mediada por LPS presentan un efecto cooperativo en la 
inducción de COX-2, con la activación de los factores de transcripción NFAT y 
NF-κB 
 
5- La deficiencia en COX-2 en ratones Apoe-/- alimentados con dieta 
hipercolesterolémica conduce a una reducción en la formación de las placas de 
ateroma, con menor presencia de leucocitos infiltrantes en la íntima y una 
disminución en la expresión de genes inflamatorios en la aorta. 
 
6- Los ratones Apoe-/-/Cox-2-/- sometidos a dieta hipercolesterolémica presentan 
unos niveles séricos de colesterol y triglicéridos menores que los ratones Cox-2-/-
/Apoe-/-con un incremento en los niveles de HDLs. 
 
7- En los macrófagos Cox-2-/- se observa una disminución de la captación de 
acLDLs y un incremento en el flujo de salida de colesterol. 
 
8- La deficiencia en COX-2 en macrófagos Cox-2-/- produce una alteración de la 
expresión de genes relacionados con la captación y transporte de colesterol que 
no se reproduce con la inhibición de la actividad enzimática de la COX-2 con 
celecoxib.  
 
9- En conjunto, los resultados obtenidos indicarían que la deficiencia de COX-2 
tendría un papel anti-aterogénico.  
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Figura Suplementaria 1.  Lista de los 96 genes analizados mediante array de RT-PCR.  
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Figura Suplementaria 2.  Análisis de 
expresión de 96 genes mediante 
array de RT-PCR.   
Las células RAW 264.7 fueron tratadas 
con LPS (2 µg/ml), Ion (0,5 µM), 
Ion+LPS (0,5 µM + 2 µg/ml), CsA (1 
µg/ml) + Ion y CsA + Ion. + LPS durante 
18h. Se muestra el mapa de densidad 
de la expresión relativa de los diferentes 
genes. Se analizaron triplicados de 
cada muestra y los resultados se 
normalizaron respecto a la expresión 
del endógeno β-actina y al grupo 
control. Se eliminaron aquellos genes 
cuyas Ct estaban por encima de 40.  En 
rojo se muestran los valores que 
estaban por encima de los obtenidos 
para las muestras control, en verde los 
que eran menores y en negro los que 
no sufrieron variaciones respecto al 
control. Datos analizados mediante el 
RT2 profiler PCR Array Data Analisis 
version 3.5.  
 
